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RÉSUMÉ 
Les polyamines putrescine, spermidine et spermine sont des amines organiques 
aliphatiques présentes chez les bactéries, les plantes et les animaux. Les polyamines sont 
chargées positivement à pH physiologique et interagissent avec les macromolécules 
chargées négativement tel que les acides nucléiques, les protéines et les phospholipides 
pour réguler leurs propriétés physiques et chimiques. Les polyamines ont plusieurs 
fonctions biologiques dans la régulation de la prolifération, de la différenciation et de la 
mort cellulaire, mais aussi dans la réponse des organismes à diverses conditions de stress 
biotiques et abiotiques. La régulation des concentrations intracellulaires de polyamines 
est un mécanisme complexe dépendant de la régulation des enzymes essentielles à leur 
synthèse, leur transport et leur catabolisme. 
Les cellules cancéreuses retrouvées chez les ammaux présentent des 
concentrations de polyamines supérieures à celles des cellules saines, attribuables 
vraisemblablement à une surexpression des enzymes de biosynthèse des polyamines, et à 
une diminution de la capacité naturelle des cellules à exporter les polyamines par des 
systèmes encore non identifiés; les molécules analogues aux polyamines créées en 
laboratoire démontrent une activité antitumorale efficace dans plusieurs modèles 
expérimentaux humains in vitro. Les cellules végétales soumises à diverses conditions 
de stress abiotique présentent également une augmentation des concentrations 
intracellulaires de polyamines face au stress oxydatif produit, menant éventuellement à 
des difficultés de croissance cellulaire; les polyamines sont essentielles au 
développement des chloroplastes et pour l'intégrité des membranes photsynthétiques, 
mais problématiques en trop fortes concentrations. 
Le présent projet de recherche comprend deux volets, un premIer pour 
déterminer la nahlre des interactions de certaines molécules analogues aux polyamines 
avec la principale protéine de transport dans le plasma sanguin, l'albumine sérique 
humaine (HSA : human serum albumin), et un second pour déterminer la nature des 
interactions entre les polyamines naturelles et l'appareil photosynthétique dans les 
v 
cellules végétales. Les interactions entre les polyamines analogues et la protéine HSA 
ont été détemlinées par spectroscopie d'absorption UV-visible, spectroscopie de 
dichroïsme circulaire (CD: circular dichroism) et spectroscopie infrarouge à 
transfomlée de Fourier (FTIR: fourier transfonn infrared), alors que les interactions 
entre les polyamines naturelles et le photosystème II (PSII) ont été déterminées par 
spectroscopie FTIR, par dégagement d'oxygène (standard et avec flash) , par induction 
de fluorescence, par themloluminescence, par cinétique de déclin de fluorescence 
induite par flash, par électrophorèse et par détennination du manganèse. 
Les polyamines analogues 1,11-diamino-4,8-diazaudécane (333), 3,7,11 ,15-
tétrazaheptadécane·4HCl (BE-333) et 3,7, Il, 15,19-pentazahénicosane·SHCI (BE-3333) 
se lient de façon non spécifique par pont H au niveau des groupes polaires de HSA, avec 
une affinité inférieure aux polyamines naturelles. Le nombre de charges positives 
associées aux polyamines naturelles contribue à la stabilité du complexe protéine-
polyamine selon l'ordre spemline > spermidine > putrescine, contrairement à l'affinité 
des polyamines analogues avec HSA selon l'ordre 333 > BE-333 > BE-3333. La 
structure générale de la protéine HSA est moins perturbée par les polyamines analogues 
que par les polyamines naturelles. Les polyamines naturelles diaminopropane, putrescine 
et cadaverine se lient également au niveau des groupes c=o des protéines du PSII 
comme la spermine et la spennidine. La complexation des diamines avec les protéines 
du PSU ne produit pas de changement de structure important comparativement aux 
polyamines spermine et spemlidine. L'interaction des polyamines avec le PSII induit 
une inhibition de l'activité de dégagement d'oxygène dans des concentrations de l'ordre 
du millimolaire. L'inhibition de l'activité du PSII provient de la déstabilisation du 
complexe de dégagement d'oxygène (CDO) suite à la perte des protéines extrinsèques 
du CDO. 
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CHAPITRE 1 
INTRODUCTION 
1.1 Préface 
Les polyamines sont reconnues pour être des molécules essentielles à la 
croissance et la différenciation cellulaire chez les eucaryotes, tant chez les animaux que 
chez les végétaux; toutefois, plusieurs de leurs mécanismes d'action sont toujours 
inconnus à ce jour. Le présent mémoire met l'emphase sur l'étude des interactions de 
différents types de polyamines avec deux systèmes protéiques distincts: les polyamines 
analogues avec l' albumine sérique chez l'humain et les polyamines naturelles avec le 
photosystème II chez la plante. Les raisons qui motivent l'incorporation de ces travaux 
différents dans ce même mémoire sont multiples. D'un côté scientifique, les polyamines 
sont primordiales à toutes les cellules eucaryotes et il est donc intéressant à mon avis de 
pouvoir étudier l'interaction de systèmes disparates avec des molécules semblables. 
D'un côté pragmatique, les études des dernières décennies ont démontré que la 
régulation des concentrations cellulaires des polyamines, tant au niveau des mécanismes 
associés au cancer chez les humains que du stress chez les plantes, est un point 
névralgique dans la compréhension de ces phénomènes aux enjeux importants dans la 
société actuelle. L'étude des interactions des polyamines, avec l'albumine sérique 
humaine et le photosystème II, présente donc des caractéristiques et des intérêts qui me 
pennettent d'inclure ces deux modèles de recherche conjointement dans ce travail. 
1.2 Nature des polyamines 
Les polyamines sont des cations aliphatiques orga111ques de faible poids 
moléculaire omniprésents dans presque tous les organismes vivants, tant au niveau des 
bactéries, que des plantes et des animaux (Tabor et Tabor 1984, Smith 1985, Pegg et 
McCann 1982). Le tenue polyamine est principalement utilisé pour désigner trois 
molécules particulières, la putrescine, la spennine et la spemlidine tel que montré dans 
la figure 1.1 : 
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Figure 1.1: Structure des polyamines naturelles. 
Chez les cellules eucaryotes, les polyamines ont plusieurs rôles importants au 
niveau de la régulation de la transcription et de la traduction des gènes, de la croissance 
cellulaire, dans la régulation de l'activité de certains canaux ioniques et signaux 
cellulaires ainsi qu' au niveau de l'apoptose (Igarashi et Kashiwagi 2000, Thomas et 
Thomas 2001, Childs et al. 2003, Sei 1er et Raul 2005). Les polyamines sont également 
produites chez les plantes en réponse aux conditions de stress salin, de sécheresse, de 
radicaux libres et de rayonnement UV (Bors et al. 1989, Brosché et Strid 2003, Capell et 
al. 2004, Zapata et al. 2004, Lütz et al. 2005). 
Les polyamines sont des molécules solubles dans l'eau et chargées positivement 
à pH physiologique avec leur pK d'environ 10 (Seiler et al. 1996). Les polyamines se 
retrouvent sous trois formes différentes en équilibre dans les organismes vivants, soit 
sous forme libre comme cation, soit sous forme conjuguée avec des petites molécules 
telles que les acides phénoliques, et sous fonne liée avec des macromolécules chargées 
négativement comme les acides nucléiques, les phospholipides et les protéines (Martin-
Tanguy 1997). Les fonctions des polyamines semblent vraisemblablement dépendantes 
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de leur charge électrique, dans la mesure où leur énergie de liaison diminue 
parallèlement à leur nombre de charges électriques, ce qui fait que la spem1ine est plus 
active que la putrescine dans le contrôle des divers processus physiologiques associés. 
La liaison des polyamines aux molécules biologiques est à la base de leurs fonctions 
physiologiques (Yuan et al. 2001). 
1.3 Synthèse des polyamines 
Les voies physiologiques de synthèse des polyamines sont conservées des 
bactéries aux animaux et aux plantes, lesquelles ne présentent que de légères variations 
entre les différents organismes (Tabor et Tabor 1984). Les cellules eucaryotes 
produisent la putrescine à partir de la décarboxylation de l'omithine par l'action de 
l'enzyme omithine décarboxylase (ODC), laquelle est l'étape limitante lors de la 
biosynthèse des polyamines tel que montrée dans la figure 1.2; l'omithine provient de 
l'hydrolyse catalytique de l'arginine par l'arginase. La spennidine est ensuite synthétisée 
à partir de la putrescine par l'ajout d'un groupe aminopropyle, réaction catalysée par 
l'enzyme spem1idine synthase (SPDS); le groupe aminopropyle provient de la 
décarboxylation d'une molécule de S-adénosylméthionine (SAM) produite à partir de 
l'acide aminé méthionine, réactions catalysées successivement par les enzymes 
méthionine adénosyltransférase (MA T) et S-adénosylméthionine décarboxylase 
(SAMDC). La synthèse de la spennine est finalement possible à partir de la spem1idine 
par l'ajout d'un autre groupe aminopropyle via la spennine synthase (SPMS). Dans le 
cas où la synthèse des polyamines est insuffisante pour les besoins cellulaires, les 
cellules eucaryotes peuvent importer des polyamines de nature exogène tout comme les 
molécules précurseurs aux polyamines (Wallace et al. 2003b). 
Chez les plantes, la putrescine est également synthétisée via une autre molécule, 
l'agmatine, par une série de trois réactions enzymatiques catalysées par les enzymes 
argmme décarboxylase (ADC), agmatine iminohydrolase (AIH) et N-
carbamoylputrescine aminohydrolase (CPA) respectivement, et ce, en utilisant l'arginine 
comme molécule de base (Kusano et al. 2008). 
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Figure 1.2: Voies de biosynthèse des polyamines au sein des plantes, des 
animaux et des bactéries indiquées par des flèches vertes, bleues et rouges 
respectivement. Adapté de Kusano et al. (2008). 
1.4 Dégradation des polyamines 
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Les voies physiologiques de dégradation des polyamines sont montrées dans la 
figure 1.3. Chez les animaux, le catabolisme des polyamines débute par l'ajout d'un 
groupe acétyle provenant de la coenzyme A sur la spermine, réaction catalysée par 
l'enzyme spermidine/spemline N1-acétyltransférase (SSAT). La spermine acétylée est 
ensuite dégradée en spermidine par l'enzyme polyamine oxydase (PAO), laquelle 
réaction produit une molécule de peroxyde d'hydrogène (H20 2) et de 3-acéto-
aminopropanal; la molécule d'aldéhyde est transformée en ,B-alanine par l'action des 
enzymes aldéhyde déshydrogénase et N-acétyl-,B-alanine déactétylase (Seiler 2004). 
Figure 1.3: Voies de dégradation des polyamines au sein des plantes, des 
animaux et des bactéries indiquées par des flèches vertes, bleues et rouges 
respectivement. Adapté de Kusano et al. (2008). 
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La spennidine est ultérieurement catabolisée en putrescine par un mécanisme 
semblable à la dégradation de la spemline en spemlidine grâce aux enzymes SSA T et 
PAO. La putrescine peut être transformée par une série de réactions en acide y-
aminobutyrique, le neurotransmetteur GABA, sous l'action des enzymes diamine 
oxydase (DAO) et aldéhyde déshydrogénase; l 'acide y-aminobutyrique peut être à son 
tour catabolisé en succinate par une série de réactions enzymatiques, laquelle molécule 
est la voie d 'entrée dans le cycle de Krebs (Walters 2003 , Moinard et al. 2005). 
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Chez les plantes, il existe une autre voie par laquelle les polyamines peuvent être 
catabolisées. L'enzyme PAO catalyse la conversion de la spermine et de la spemlidine 
en N-(3-aminopropyle)-4-aminobutanal et en 4-aminobutanal respectivement, tout en 
produisant une molécule de H20 2 et de 1,3-diaminopropane; la molécule de 1,3-
diaminopropane est ultérieurement dégradée en fi-alanine (Bouchereau et al. 1999). 
1.5 Transport des polyamines 
Le transport des polyamines à travers les membranes cellulaires, englobant tant 
l'importation que l'exportation, est un mécanisme participant à la régulation des 
concentrations cellulaires de polyamine (Wallace 1996). Bien que les systèmes de 
transport n'aient pas été identifiés chez les animaux et les plantes contrairement aux 
bactéries, il existe quelques modèles proposés dans la littérature. Chez les cellules 
animales, un modèle propose que les polyamines soient importées à l'intérieur de la 
cellule par des transporteurs non-identifiés utilisant un potentiel membranaire, menant à 
la séquestration des polyamines dans des vésicules par un échange possible de protons 
grâce à un gradient de pH construit par une enzyme ATPase vacuolaire (Soulet et al. 
2004). Dans la plupart des cellules, il existe possiblement deux transporteurs présentant 
des affinités marquées pour différentes polyamines, un premier pour la putrescine, un 
second pour la spemlidine et la spermine (Seiler et al. 1996). Toutefois, la spécificité des 
systèmes de transport associés aux polyamines n'est pas trop restrictive, dans la mesure 
où des molécules analogues aux polyamines peuvent être incorporées par ces mêmes 
cellules (Thomas et al. 2002). 
Les données démontrent que l'exportation cellulaire des polyamines est un 
mécanisme qui est régulé par le statut de croissance de la cellule, étant activé par une 
diminution dans le taux de croissance cellulaire et désactivé en réponse à un stimulus de 
croissance cellulaire (Wallace et Keir 1981). Dans la plupart des cas, la forme acétylée 
de la spemlidine et la putrescine sont les deux polyamines majeures sécrétées par une 
cellule, alors que la spermine représente habituellement la molécule avec la 
concentration intracellulaire la plus élevée, spécialement chez les cellules humaines 
(Wallace et Mackarel 1998). L'exportation des polyamines est considérée comme un 
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processus sélectif qui est probablement contrôlé par le métabolisme des polyamines, 
dans la mesure où les protéines de transport des polyamines ainsi que les enzymes 
participant à leur dégradation sont potentiellement régulées par les mêmes signaux. TI est 
démontré expérimentalement que les mécanismes d'importation et d'exportation des 
polyamines utilisent des transporteurs différents (Wallace et al. 2003b). 
1.6 Homéostasie des polyamines 
Les niveaux intracellulaires de polyamines sont régulés simultanément par leurs 
mécanismes de biosynthèse, de dégradation et de transport. Les concentrations 
retrouvées naturellement varient entre plusieurs centaines de micromolaires à quelques 
millimolaires; des concentrations inférieures empêchent la croissance cellulaire alors que 
des concentrations supérieures induisent l' apoptose, tant par la production de peroxyde 
d'hydrogène relié à la dégradation des polyamines ou par la perturbation de l' intégrité 
des mitochondries suite à l'accumulation excessive des polyamines dans le milieu 
cellulaire. L'homéostasie des polyamines dépend principalement de la régulation de troi s 
enzymes particulières, l'ODC, la SAMDC et la SSTA (Thomas et Thomas 2001 , 
Wallace et al. 2003b, Moinard et al. 2005, Kusano et al. 2008). 
1.6.1 Ornithine décarboxylase 
L'ODC est la principale enzyme régulant la concentration cellulaire des 
polyamines chez les cellules animales. Le temps de demi-vie de l'enzyme est de 10 à 60 
minutes, contrairement à la plupart des enzymes animales qui ont un temps de demi-vie 
de l'ordre de quelques jours (Heby 1985). Lorsque les niveaux de polyamine sont élevés, 
la protéine omithine antizyme (OAZ) se lie à l'enzyme ODC, inhibiant l'activité de 
celle-ci de manière non-compétitive dans un premier temps, et l'amenant dans un second 
temps au protéasome 26S pour une dégradation indépendante à l'ubiquitination, 
provoquée par un changement de confom1ation de l'enzyme exposant sa chaîne C-
terminale au protéasome (Hayashi et al. 1996). 
Le niveau de transcription du gène de la protéine OAZ n'est pas régulé par les 
polyamines, contrairement au niveau de sa traduction. Les concentrations plus élevées 
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de polyamines produisent un décalage progranuné de +] sur le cadre de lecture de 
l'ARN messager de la protéine OAZ par le ribosome, décodant ainsi un ARN messager 
de longueur totale conduisant à la production de la protéine sous une fonne mature 
(Matsufuji et al. 1995). La protéine ornithine antizyme inhibitrice (OAZI) prévient la 
dégradation de l'enzyme ODC en se liant avec la protéine OAZ lorsque la croissance 
cellulaire est stimulée, provoquant le détachement de OAZ de ODC car la protéine OAZ 
possède une affinité plus grande pour la protéine OAZI que pour l'enzyme ODC 
(Nilsson et al. 2000). La protéine OAZ est également impliquée dans une régulation 
négative de l'influx des polyamines dans les cellules (Sakata et al. 2000). Il est 
important de noter que la protéine OAZ est présumée inexistante chez les plantes 
(Hanfrey et al. 2001). 
1.6.2 S-adénosylmétbionine décarboxylase 
La SAMDC est une enzyme impliquée de près dans la régulation de la 
concentration cellulaire des polyamines. Le temps de demi-vie de l'enzyme est de 60 à 
120 minutes (Pegg et al. 1998). L'enzyme est initialement synthétisée sous forme de 
proenzyme avant d'être modifiée de manière post-traductionnelle pour devenir 
fonctionnelle (Kashiwagi et al. 1990). Le taux de modification post-traductionnelle et 
l'activité enzymatique de la SAMDC sont accrus en fonction de l'augmentation de la 
concentration en putrescine, produisant ainsi une quantité plus élevée de SAM 
décarboxylée nécessaire à l'enzyme SPDS (Xiong et al. 1997). Cependant, le produit de 
la réaction enzymatique modifie de façon irréversible l'enzyme pour causer son 
inactivation (Li et al. 2001b). 
Chez les mammifères, l'enzyme est également régulée au niveau traductionnel en 
fonction des concentrations cellulaires de polyamines. Le transcrit du gène contient une 
petite séquence codante ouverte en amont du cadre de lecture principal produisant 
l'hexapeptide MAGDIS. L'interaction des polyamines avec l'hexapeptide entraîne 
l'immobilisation du ribosome près du codon stop de la séquence codante pour ce peptide 
(Ruan et al. 1996). Chez les plantes, la séquence en amont du cadre de lecture principal 
contient deux séquences codantes relativement bien conservées entre les espèces. La 
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première séquence est qualifiée de minuscule et code pour 3 à 4 peptides, alors que la 
seconde séquence est qualifiée de petite et code pour 50 à 54 peptides. Le produit de la 
séquence minuscule est requis pour induire la traduction du cadre de lecture principal 
dans des conditions de faibles concentrations de polyamines, alors que le produit de la 
petite séquence est responsable de la répression de la traduction de ce même cadre 
lorsque les polyamines sont présentes en fortes concentrations (Hanfrey et al. 2005). 
1.6.3 Spermidine/spermine N1-acétyltransférase 
La SSAT est l'enzyme limitante dans le processus de dégradation et 
d'interconversion des polyamines (Bethlzzi et al. 1999). Le temps de demi-vie de 
l'enzyme est de 20 à 40 minutes. L'augmentation des concentrations intracellulaires de 
spermine et de spennidine contribue à stabiliser l'enzyme produite de façon constitutive 
et à induire son expression (Wallace et al. 2003b, Seiler 2004). L'acétylation des 
polyamines neutralise leur charge positive à leur extrémité amino-tenninale, diminuant 
ainsi leur caractère cationique comparativement aux polyamines libres. L'affinité des 
polyamines acétylées est plus faible que cel1e des polyamines libres pour les 
macromolécules biologiques, empêchant ainsi leur liaison aux divers sites 
intracellulaires. Les polyamines acétylées fonnent les substrats principaux de l'enzyme 
polyamine oxydase et sont les polyamines majeures sécrétées par les cellules (Wallace et 
Mackarel 1998). Le statut de croissance de la cellule régule la compétition entre 
l'oxydation et l'exportation des polyamines; la croissance cellulaire stimule le recyclage 
de la spermine en putrescine alors que l'inhibition de la croissance favorise l'exportation 
des polyamines acétylées (Coleman et Wallace 1990). 
1.7 Croissance et polyamines 
Les polyamines possèdent plusiers rôles dans la régulation des processus 
cellulaires, tant au niveau de la croissance, de la différenciation et de la mort cellulaire, 
dépendamment des conditions rencontrées. Les polyamines régulent nom1alement leur 
propre biosynthèse pour éviter une accumulation excessive (Wallace et al. 2003b). 
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La croissance cellulaire est caractérisée par une régulation cyclique de la quantité 
des protéines cyclines et kinases cycline-dépendantes (CDKs) (Pines 1994). L'activation 
appropriée des CDKs et de leurs cyclines partenaires est requise pour une progression 
continue à travers les phases du cycle cellulaire (Endicott et al. 1999). Initialement, les 
CDKs sont activées par des signaux hormonaux et des facteurs de croissance pour 
phosphoryler un réseau de substrats dans le cycle cellulaire. Immédiatement après 
l'entrée en fonction de ces CDKs, les cyclines associées à ces enzymes sont rapidement 
dégradées pour contrôler l'activité des CDKs. L'existence d'inhibiteurs cellulaires des 
CDKs pemlet également de bloquer l'activité des complexes cyclines/CDKs pour 
réguler la progression dans le cycle cellulaire (Tsihlias et al. 1999, Pestell et al. 1999). 
Les processus de transduction des signaux cellulaires qui altèrent la synthèse, la 
dégradation et l'activité de ces protéines régulatrices contrôlent donc le cycle de 
croissance cellulaire (Thomas et Thomas 2001). 
Parallèlement aux variations de concentration de ces protéines régulatrices, celles 
des polyamines varient également en fonction des différentes phases de croissance du 
cycle cellulaire (Heby 1981 , Satriano et al. 2001). Les polyamines régulent 
potentiellement la dégradation des cyclines durant le cycle cellulaire, bien que 
l'interaction entre les protéines régulatrices et les polyamines n'est pas encore établie 
avec certitude (Thomas et Thomas 2001). Les polyamines régulent vraisembablement 
plusieurs points de contrôle importants des phases de croissance du cycle cellulaire, 
expliquant en partie pourquoi leurs concentrations sont apparemment régulées à travers 
ce cycle (Ordesson 2003). L'utilisation d'une panoplie d'inhibiteurs ciblant les enzymes 
responsables de la biosynthèse des polyamines a permis de déterminer le rôle important 
de ces molécules pour la croissance cellulaire. L'inhibition de la biosynthèse des 
polyamines conduit à un ralentissement ou à une inhibition complète de la croissance 
cellulaire à diverses phases du cycle. L'ajout de polyamines exogènes permet toutefois 
de prévenir l'inhibition de la croissance cellulaire induite par les différents inhibiteurs 
enzymatiques (Thomas et Thomas 2001, Wallace et al. 2003b) . Les concentrations des 
enzymes ODC, SSA T et de la protéine OAZ varient également en fonction des phases de 
croissance cellulaire tout comme celles des polyamines. L'augmentation de l'activité de 
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l'enzyme ODe et conséquemment des concentrations en polyamines est essentielle pour 
la répliquation de l'ADN, alors que la dégradation subséquente des polyamines par 
l'induction de l'enzyme SSAT est nécessaire pour la mitose cellulaire (Bettuzzi et al. 
1999). 
Les polyamines sont nécessaires à la croissance cellulaire pour plusieurs aspects. 
La réduction des concentrations intracellulaires en polyamines causée par l' inhibition 
des enzymes de biosynthèse des polyamines conduit à une augmentation de l'expression 
du gène p53 et de la stabilité de son ARN messager, provoquant une inhibition de la 
croissance cellulaire (Li et al. 2001a). La protéine p53 est reconnue comme un facteur 
de transcription qui est instable dans les conditions nomlales et qui est incapable 
d'atteindre une concentration intracellulaire assez élevée pour induire la transcription, 
puisque dégradée suite à sa polyubiquitination rapide par l'enzyme Mdm2 (Kubbutat et 
al. 1997). La stabilisation de p53 , par phosphorylation, pemlet d'activer la transcription 
de plusieurs gènes impliqués dans l'inhibition de la croissance cellulaire dont celui de la 
protéine p21 , laquelle se lie aux complexes cyclineslkinases cyclines-dépendantes pour 
inhiber leur activité. La protéine p53 est également impliquée dans l'induction de gènes 
impliqués dans les mécanismes d'apoptose lorsque l'ADN cellulaire est endommagé. 
Les rôles simultanés de la protéine p53 dans l'inhibition de la croissance cellulaire et 
dans l ' induction de l' apoptose sont essentiels à la survie des organismes vivants, dans la 
mesure où les cellules cancéreuses présentent très fréquemment des mutations dans les 
deux allèles du gène (Burns et El-Diery 1999). Les polyamines sont également 
impliquées dans la formation de l ' hypusine, un acide aminé particulier indispensable à la 
modification post-traductionnelle du facteur d'initiation eucaryote elf5, nécessaire à la 
formation du complexe ribosomique de traduction des ARN messagers (Park 2006). 
1.8 Cancer et polyamines 
Chez les animaux, les concentrations intracellulaires des polyamines sont 
augmentées dans les cellules cancéreuses comparativement aux cellules saines (Fair et 
al. 1975, Lipton et al. 1975, Kingsnorth et al. 1984a, Kingsnorth et al. 1984b, Nowels et 
al. 1986, Loser et al. 1990). L'accumulation des polyamines dans les cellules 
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cancéreuses est reliée dans la plupart des cas à une diminution de la capacité des cellules 
à exporter les polyamines (Wallace et al. 2003b). La régulation de l'enzyme ODC est 
également altérée dans plusieurs tumeurs, dans la mesure où l'enzyme est surexprimée. 
L'accroissement de l'activité enzymatique de l'ODC et des concentrations 
intracellulaires en polyamines est un évènement qui se déroule tôt dans la carcinogenèse 
(Wallace et al. 2001). L'enzyme ODC est considérée comme un proto-oncogène, 
puisque l'enzyme est activée de façon constitutive pendant les transfomlations 
cellulaires associées aux carcinogènes, aux virus et aux oncogènes (Haddox et al. 1980, 
Gilmour et al. 1987, Sistonen et al. 1990). Le métabolisme des polyamines est aussi 
affecté par une élévation de l'activité de l'enzyme SSAT couplée à une diminution de 
l'activité de l'enzyme PAO dans certaines cellules cancéreuses (Wallace et al. 2000). 
Les polyamines sont essentielles pour la croissance cellulaire, dans la mesure où 
une carence en polyamines peut mener à un arrêt prématuré dans le cycle de croissance 
cellulaire, à une transformation ou à une mort cellulaire. L'élévation des concentrations 
en polyamines dans les cellules cancéreuses a fait de la voie de biosynthèse des 
polyamines une cible idéale pour le développement de produits antiprolifératifs. Les 
enzymes de biosynthèse des polyamines possèdent quelques molécules inhibitrices 
synthétiques qui ciblent spécifiquement chaque enzyme, réduisant ainsi les 
concentrations de certaines polyamines produites et la prolifération cellulaire en général 
(Criss 2003, Wallace et al. 2003b). Cependant, la plupart de ces inhibiteurs se révèlent 
très toxiques pour l 'humain in vivo, à l'exception de l'inhibiteur de l 'enzyme ODC 
nommé a-difluorométhylomithine (DFMO) qui est considéré comme relativement non 
toxique (Wallace et Fraser 2003a). L'utilisation isolée de ces inhibiteurs comme agents 
thérapeutiques anticancéreux n'est pas efficace à long terme puisque les mécanismes de 
régulation des polyamines sont complexes; les cellules parviennent à compenser leurs 
carences en polyamines en modifiant leur métabolisme (Marton et Pegg 1995). Les 
altérations engendrées permettent de maintenir l'homéostasie cellulaire, dans la mesure 
où la plupart des cellules eucaryotes sont capables d'absorber des polyamines de nature 
exogène; le traitement des cellules cancéreuses avec le DFMO produit donc 
principalement un effet cytostatique et non cytotoxique (Alhonen-Hongisto et al. 1980). 
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La création de molécules capables de cibler plusieurs réactions enzymatiques 
simultanément s'est donc avérée nécessaire, puisque les inhibiteurs spécifiques des 
enzymes de biosynthèse sont inaptes à contrôler efficacement les niveaux intracellulaires 
des polyamines. Les polyamines analogues, des molécules dérivées des polyamines 
naturelles, ont donc été fabriquées conune substituts aux polyamines naturelles pour 
inhiber plusieurs réactions dans le métabolisme des polyamines (Wallace et Fraser 
2003a). Les polyamines analogues sont réparties en deux catégories spécifiques, les 
analogues imitatrices et les analogues antimétabolites. Les polyamines analogues 
antimétabolites sont incorporées dans les cellules par le système de transport des 
polyamines, lesquelles induisent une diminution des concentrations intracellulaires des 
polyamines, grâce à la régulation négative des enzymes de biosynthèse ODC et 
SAMDC, ainsi qu'à la régulation positive de l' enzyme de dégradation SSAT et de 
l'exportation des polyamines; les polyamines analogues antimétabolites freinent la 
croissance cellulaire et provoquent la mort cellulaire (Seiler et al. 1998). Les polyamines 
analogues imitatrices sont également transportées à l'intérieur des cellules par le système 
de transport des polyamines, lesquelles déplacent les polyamines naturelles de leurs sites 
de liaison et provoquent l'inhibition de leurs fonctions, sans toutefois diminuer les 
concentrations intracellulaires des polyamines; les polyamines analogues imitatrices sont 
cytotoxiques (Fraser et al. 2002). 
Dans tous les cas, les polyamines analogues n'induisent pas les compensations de 
charges observées dans le métabolisme comme dans le cas des inhibiteurs 
monoenzymatiques, étant donc plus efficaces pour arrêter la croissance cellulaire et 
provoquer l' apoptose (Porter et Bergeron 1988). Cependant, le manque de connaissances 
liées aux processus de transport des polyamines limite vraisemblablement la spécificité 
et l'efficacité des tests effectués; les polyamines analogues induisent souvent des effets 
différents selon le type de cellule traitée (Wallace et Fraser 2004). Les mécanismes 
d'action des polyamines analogues au niveau moléculaire restent encore à être élucidés 
(Thomas et Thomas 2003). Les résultats d'études préliminaires démontrent que 
l'utilisation combinée de polyamines analogues et d'inhibiteurs monoenzymatiques tel 
que le DMFO est positive (Hahm et al. 2001). 
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1.9 Stress et polyamines 
Chez les plantes, les polyamines se retrouvent autant dans le cytoplasme des 
cellules, que dans les organelles telle que les vacuoles, les mitochondries et les 
chloroplastes (Kumar et al. 1997). Les polyamines possèdent plusieurs rôles clés 
notamment au niveau de la croissance cellulaire, de l 'embryogenèse, de la 
morphogenèse, du développement des organes et de la sénescence des feuilles (Evans et 
Malmberg 1989, Galston et Kaur-Sawhney 1990, Walden et al. 1997, Bais et 
Ravishankar 2002). Les polyamines sont également responsables de certaines 
caractéristiques agro-économiques importantes tel que la qualité des fruits et le contenu 
en phytonutriments des plantes (Mehta et al. 2002, Matto et al. 2006). Les polyamines 
sont impliquées dans la réponse des plantes aux diverses conditions environnementales 
de stress biotiques et abiotiques (Walters 2003, Groppa et Benavides 2008). 
Les conditions de stress abiotiques telles que les carences minérales, le stress 
osmotique créé par des périodes de sécheresse et par des accumulations de sels, la 
présence des métaux lourds dans les sols, l'augmentation des niveaux d' irradiation UV 
et l'élévation des concentrations des polluants atmosphériques tel que l'ozone 
contribuent à réduire annuellement la superficie des cultures végétales essentielles pour 
l'alimentation (Alcazar et al. 2006). Les diverses conditions de stress énumérées 
induisent toutes un stress de nature oxydatif et provoquent une élévation des 
concentrations intracellulaires des polyamines (Liu et al 2007, Groppa et Benavides 
2008). Les polyamines possèdent un rôle antioxydant au sein des cellules sur plusieurs 
niveaux, notarnnlent dans la réduction de la propagation des composés réactifs de 
l 'oxygène (ROS), dans l' inhibition de la peroxydation des lipides membranaires, et dans 
l'inhibition des réactions oxydatives catalysées par des métaux (Kitada et al. 1979, 
Tadolini 1988, Bors et al. 1989). Cependant, l 'excès de polyamines est à même d'induire 
un stress oxydatif en produisant un surplus de peroxyde d'hydrogène lors de leur 
catabolisme, situation particulière rencontrée dans des conditions de stress biotiques; le 
peroxyde d 'hydrogène est normalement une molécule de signalement impliquée dans la 
chaîne de transduction des signaux initiant une réponse antioxydative pour protéger les 
cellules des stress abiotiques (Rhee et al. 2007, Groppa et Benadives 2008). 
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L'ajout de polyamines exogènes aux plantes soumises à plusieurs conditions de 
stress abiotiques confère une tolérance accrue aux plantes face à ces mêmes conditions 
de stress (Borrel et al. 1996, Velikova et al. 2000, Navakoudis et al. 2003, Wang et al. 
2006). La surexpression de nature transgénique des enzymes de biosynthèse des 
polyamines confère également une tolérance accrue aux plantes traitées (Capell et al. 
1998, KUlmia et Rajam 2002, Roy et Wu 2002, Kasukabe et al. 2004). L'analyse des 
transcriptomes de ces plantes mutantes démontre une modification de l'expression de 
plusieurs gènes impliqués dans les mécanismes de protection contre les stress abiotiques. 
L'observation suggère que les polyamines jouent probablement un rôle de molécule 
signal dans la réponse des plantes aux stress. Cependant, la croissance et le 
développement de certaines de ces plantes mutantes étaient affectés (Alcazar et al. 
2006). La localisation spécifique des polyamines à l'intérieur des cellules, les 
mécanismes de transport cellulaire, les protéines impliquées dans la distribution des 
polyamines, la régulation des processus cataboliques au niveau transcriptionnel, post-
transcriptionnel et traductionnel sont toujours des points à être clarifiés pour comprendre 
le mode d'action des polyamines au niveau moléculaire, avant de pouvoir améliorer par 
la biotechnologie les capacités naturelles des cultures végétales à survivre dans les 
conditions de stress de plus en plus importantes (Groppa et Benavides 2008). 
L'implication des polyamines dans la réponse des plantes face aux stress 
abiotiques est omniprésente au niveau de la photosynthèse. Les polyamines sont 
retrouvées en association avec les membranes de thylacoïdes, tout particulièrement au 
niveau des complexes des antennes photocollectrices de lumière et du PSII; la spemline 
est retrouvée en plus grande concentration que les polyamines putrescine et spennidine 
dans les différents complexes (Kotzabasis et al 1993, la Mae et al. 2004). Les 
polyamines régulent la structure et le fonctionnement de l'appareil photosynthétique 
(Beigbeder et al. 1995, Kotzabasis et al. 1999a, Kotzabasis et al. 1999b, Sfichi et al. 
2004). Les stress abiotiques contribuent à modifier la structure et la fonction de 
l'appareil photosynthétique de façon semblable aux mécanismes de photoadaptation 
(Walters 2005); l'ajout de polyamines exogènes contribue à renverser les dommages 
subis par l'appareil photosynthétique (Navakoudis et al. 2007). 
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Les polyamines sont réputées pour stabiliser les structures protéiques et 
participer à la fonnation des complexes importants tel que les antennes photocollectrices 
de lumière; l'incorporation des polyamines dans la membrane thylakoïde est catalysée 
par une enzyme glutaminase plastidique (Besford et al. 1993, Del Duca et al. 1994). Les 
concentrations intracellulaires de polyamines sont régulées lors de la synthèse de 
l'appareil photosynthétique; la biosynthèse des polyamines est contrôlée par la lumière 
lors du photodéveloppement des chloroplastes (Kramer et al. 1992, D6memann et al. 
1996, Andreadakis et Kotzabasis 1996). Les polyamines peuvent induire une 
photoadaptation de l'appareil photosynthétique similaire à des conditions de faible ou de 
forte luminosité, et ce, indépendamment des véritables conditions environementales de 
lumière; la régulation du ratio spermine/putrescine pennet aux plantes de tolérer diverses 
conditions de stress abiotiques, tout particulièrement en modifiant la structure des 
antennes photocollectrices de lumière (Sfakianaki et al. 2006, Navakoudis et al. 2007). 
Les polyamines sont intrinsèquement impliquées dans la bioénergétique de la 
photosynthèse, dans la mesure où la putrescine stimule la synthèse de l'ATP alors que la 
spennidine et la spennine activent la photoprotection (loannidis et Kotzabasis 2007). 
1.10 Photosynthèse 
La photosynthèse est le phénomène qui fournit la base énergétique de presque 
tous les processus biologiques du monde vivant grâce à l'énergie solaire. Les végétaux, 
les algues ainsi que certaines bactéries et cyanobacéries sont les organismes vivants 
capables de photosynthèse (Balows et al. 1992, Bryant 1994, Van den Hoek et al. 1996, 
Taiz et Zeiger 1998). L'énergie lumineuse est transfonnée en énergie chimique via la 
biosynthèse de molécules biologiques qui fonnent la base de la chaîne alimentaire. Les 
organismes photosynthétiques sont responsables de l'incorporation de l'azote et du 
soufre dans les molécules organiques, mais c'est évidemment la fonnation des 
molécules d'hexoses à partir des molécules inorganiques de dioxyde de carbone (C02) et 
d'eau (H20) qui fait de la photosynthèse un processus unique selon la réaction suivante 
(Bamford et al. 2002, Blankenship 2002, Foyer et Noctor 2002) : 
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1.10.1 Phases énergétiques 
La photosynthèse est un processus qui se déroule en deux grandes phases: la 
phase lumineuse et la phase obscure. Initialement, ce n'est que lors de la phase dite 
lumineuse que l'énergie solaire est absorbée au niveau des membranes des thylacoïdes 
au sein des chloroplastes pour subir une transduction en énergie chimique. L'eau est le 
substrat primaire qui, via les photosystèmes, sert de donneur d'électrons pour la synthèse 
des molécules de NADPH et d'ATP, au niveau du complexe FNR et de l'ATP synthase. 
Le mécanisme global est nommé photophosphorylation : 
2 H20 + 2 NADP+ + x ADP + x Pi -t 
O2 + 2 NADPH + 2 H+ + x ATP + x H20 
Dans un second temps, l 'énergie chimique produite par photophosphorylation 
lors de la phase lumineuse est utilisée pour la synthèse des hexoses dans le stroma des 
chloroplastes pendant la phase dite obscure. La synthèse est catalysée lors du cycle de 
Calvin par la protéine rubisco qui fixe le dioxyde de carbone atmosphérique nécessaire à 
la formation des hexoses. Le dioxyde de carbone et l'eau fom1ent la paire primaire de 
substrats de la réaction de biosynthèse des hexoses (Garret et Grisham 2000) : 
12 NADPH + 12 H+ + 18 ATP + 6 CO2 + 12 H20-t 
C6H I20 6 + 12 NADP+ + 18 ADP + 18 Pi 
1.10.2 Membranes photosynthétiques 
La photosynthèse est un processus d'origine membranaire pour tous les 
organismes photosynthétiques sans exception. Chez les procaryotes phototrophes, ces 
membranes remplissent l'intérieur de la cellule, tandis que chez les eucaryotes 
phototrophes, les membranes photosynthétiques sont localisées au niveau des 
chloroplastes, un organite particulier des végétaux. Le chloroplaste contient le pigment 
coloré nommé chlorophylle, la molécule essentielle au niveau de la photosynthèse. La 
forme générale des chloroplastes varie sensiblement d'un organisme à un autre, mais sa 
composition reste pratiquement identique. Le chloroplaste est composé de trois 
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membranes distinctes: une membrane externe liée à une membrane interne formant 
l'enveloppe de l'organite, avec un système membranaire continu interne dans la lumière 
de l'organite appelé membrane thylacoïde (voir figure 1.4). 
Vésicule thylacoïde 
l\lembnme externe 
Lumière du thyhlcoïde 
l\lembrane interne 
Stroma 
Granulll 
Lamella 
Figure 1.4: Structure des chloroplastes. Adapté de Garret et Grisham (2000). 
La membrane thylacoïde est repliée sur elle-même le long de son axe pour 
donner une structure en paire de feuillets appelé lamellae. L'empilement de ces paires de 
feuillets forme des structures plissées appelées vésicules thylacoïdes, lesquelles 
vésicules s'empilent de nouveau pour former des structures compactes appelées granas. 
Les granas sont reliées par les lamelles en un système membranaire continu dans la 
phase aqueuse interne du chloroplaste dénommée stroma, où se situent les enzymes 
impliquées dans la phase obscure de la photosynthèse. Le milieu aqueux compris à 
l'intérieur des repliements et empilements membranaires est dénommé lumen. Les 
complexes protéiques responsables des processus photosynthétiques attribués à la phase 
lumineuse ne se situent pas dans le lumen, mais bien dans la membrane de thylacoïde 
imperméable à la plupart des molécules organiques et inorganiques (Campbell 1995). 
1.10.3 Appareillage photosynthétique 
La membrane thylacoïde est composée d'une double couche lipidique contenant 
une multitude de protéines et de molécules pigmentaires. Il existe deux importants 
systèmes dits complexes photo collecteurs au sein de la membrane thylacoïde: le 
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photo système 1 (PSI) et le photosystème II (PSII). L'activité photo synthétique est initiée 
au niveau du PSII et non du PSI; la nuance provient du fait que le PSI a été découvert et 
caractérisé avant le PSII. Le rôle du PSII est d'arracher les électrons des molécules d'eau 
en les scindant grâce à l'énergie solaire, pour pennettre au PSI de fournir un pouvoir 
réducteur sous fonne de NADPH nécessaire à la synthèse cellulaire d'énergie chimique 
sous fonne d'ATP (voir figure 1.5); l'oxygène dégagé lors de la réaction photochimique 
n'est qu'un sous-produit de la photolyse de l'eau. 
Strom~l du chloroplaste 
t 
Photosystè-me TI Cytoclu'ome- b6 f Photosystè-me- 1 AlP Synth~se-
Lumière du thylacoïde 
Figure 1.5: Représentation schématique de la structure de la membrane 
thylacoïde. Adapté de Joly (2007). 
Les électrons en provenance du PSII sont acheminés indirectement vers le PSI 
grâce à des molécules hydrophobes transporteuses d'électrons au sein de la membrane 
thylacoïde nommées plastoquinones (PQ). Le pool de PQ amène les électrons à un 
complexe protéique transitoire appelé cytochrome b6f ou plastiquinol plastocyanine 
oxydoréductase. Les électrons sont finalement acheminés du cytochrome b6f vers le PSI 
par une autre navette membranaire appelée plastocyanine (PC). Les électrons transitant 
par le PSI sont transférés sur la ferrédoxine, une protéine soluble située dans le stroma 
du chloroplaste, laquelle transporte les électrons vers l'enzyme ferrédoxine-NADP+-
réductase (FNR) liée à la surface externe des lamellae de la membrane thylacoïde. La 
FNR catalyse la réaction de synthèse du NAD PH, une molécule énergétique avec un 
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pouvoir réducteur importante dans les processus de fixation du gaz carbonique par la 
plante. La synthèse de l'A TP par l' ATP synthase est possible grâce au gradient de 
proton produit à partir de la photolyse de l'eau lors du transport des électrons au sein de 
la membrane thylacoïde (Lodish et al. 2004). 
1.10.4 Pigments photocollecteurs 
La photosynthèse est un processus qui dépend de la réactivité des molécules 
photocollectrices associées aux photosystèmes dans les membranes des chloroplastes. 
Les complexes protéiques responsables de capter la lumière incidente et de transférer 
cette énergie par résonance vers les centres photoréactifs sont les antennes collectrices 
de lumière (LHC; light harvesting complex). Les principaux pigments responsables de la 
captation de la lumière par les antennes sont les chlorophylles (ChI) a et b, et les 
caroténoïdes dans une moindre mesure. L' énergie lumineuse captée est ensuite 
transformée en énergie chimique nécessaire pour initier le transport des électrons au sein 
des photosytèmes (Green et Parson 2003). 
Les LHC se distinguent en deux types, les LHCI et les LHCII. Les LHCIT 
forment les antennes les plus abondantes à travers les photosystèmes, lesquelles se 
retrouvement principalement en périphérie du PSII. Les LHCII sont des complexes 
protéines-pigments sous forme trimérique, dans lequel chaque protéine monomérique 
Lhcb lie environ de 13 à 15 ChI a et b au total, et de 3 à 4 caroténoïdes (Liu et al. 2004). 
Contrairement aux LHCII, les LHCI sont des antennes uniques aux PSI. Les LHCIT sont 
des complexes protéines-pigments sous forme dimérique, dans lequel chaque protéine 
monomérique Lhca lie 13 molécules de ChI a et b au total (Ben-Shem et al. 2003). 
1.10.5 Photosystème II 
Le PSU est composé de trois grands domaines protéiques comprenant plus d'une 
vingtaine de sous-unités protéiques (voir figure 1.6): l'antenne, le centre réactionnel et le 
complexe d'oxydation de l'eau (COE). Le PSU catalyse la réaction suivante: 
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L'antenne du PSU est composée de deux parties distinctes, la partie distale et la 
partie proximale. La partie distale est composée de plusieurs LHCII responsables de 
l'absorption d'une large portion du spectre électromagnétique situé dans la zone du 
rayonnement visible et uv. Les complexes LHCII des protéines Lhcb l, 2 et 3 forment 
les complexes majeurs de l'antelme distale et servent à capter la lumière incidente. La 
radiation absorbée est transférée vers les complexes protéiques CP47 et CP43 de 
l'antenne proximale. Les complexes LHCII des protéines Lhcb 4, 5 et 6 fonnent les 
complexes mineurs de l'antenne distale, lesquels servent à l'assemblage du PSII en un 
supercomplexe et à maintenir l'organisation de ce supercomplexe dans la membrane de 
thylacoïde; les protéines Lhcb 4, 5 et 6 forment les complexes monomériques mineurs 
CP29, CP26 et CP24 respectivement, contrairement aux complexes trimériques majeurs 
des protéines Lhcb 1,2 et 3 (Yakushevska et al. 2003). 
Lhcb1,2,3 
Figure 1.6: Représentation schématique de la structure du photosystème 
II. Adapté de Joly (2007) . 
Les protéines transmembranaires CP47 et CP43 composent l'antenne proximale, 
lesquelles sont liées au centre réactionel du PSU situé à l'intérieur de la membrane 
thylacoïde; les protéines CP47 et CP43 sont complexées, au niveau de la surface 
donnant sur le stroma, avec des ChI a et des ~-carotènes, dans une proportion semblable 
à ceux des LHCU. L'antenne proximale est nécessaire pour faciliter le transfert de 
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l'excitation entre l'antenne distale et le centre réactionnel du PSU, de par sa nature 
transmembranaire et étroitement reliée avec le PSU. L'énergie lumineuse absorbée par 
l'antenne est transférée entre les structures de résonance des différents pigments jusqu'à 
l 'atteinte du centre réactionnel du PSU (le dimère de chlorophylle P680) par le 
phénomène de transduction d'énergie, lors duquel l'énergie lumineuse est à la base du 
mouvement d'électron excité entre les molécules (Minagawa et Takahashi 2004). 
Le centre réactionnel du PSU est un imposant complexe protéique 
transmembranaire au niveau de la membrane thylacoïde, comprenant 17 protéines 
transmembranaires, 3 protéines extrinsèques et près de 80 cofacteurs, incluant des Chi, 
des caroténoïdes, des PQ, des atomes de fer et de manganèse (Kamiya et Shen 2003, 
Ferreira et al. 2004, LoU et al. 2005). Le centre réactionnel du PSU est principalement 
composé d'un hétérodimère protéique constitué des protéines Dl (PsbA) et D2 (PsbD), 
chacune des protéines contenant une molécule de phéophytine (Phéo 1 et Phé02 
respectivement). La molécule ultime du centre réactionnel du PSU est un homodimère 
de chlorophylle a nOllli11ée P680 situé à l'interface des protéines Dl et D2. P680 est le 
site donneur initial d'électron au niveau du PSII suite à la transduction d'énergie 
émergeant de l'antenne. Les cofacteurs tel que les Chi, caroténoïdes, PQ et atomes de fer 
ont des rôles intern1édiaires dans la transduction de l'énergie et le transport des 
électrons, alors que le cytochrome b559 est considéré avoir un rôle de photoprotection 
au sein du photosytème; le complexe de 4 atomes de manganèse, situé à la périphérie du 
côté lumen de la membrane, détient le rôle de stabiliser les états d 'oxydation de l'eau 
dans le but de fournir des électrons au système photosynthétique. Les autres protéines 
transmembranaires secondaires possèdent potentiellement divers rôles acceSSOIres au 
bon fonctionnement du PSU qui restent à être déterminés (Barber 2006). 
Le COE est l 'arrangement des 3 protéines extrinsèques du PSU situé du côté du 
lumen du PSII près de Dl , lequel inclue également le complexe de quatre atomes de 
manganèse ainsi qu'un atome de calcium et un atome de chlore (Roose et al. 2007, 
Suorsa et Aro 2007). La protéine PsbO (33kDa) est la plus importante du COE, servant 
au maintien structurel du complexe tout en participant à la régulation des atomes de 
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calcium et de chlore nécessaires au dégagement d'oxygène; la protéine PsbO limite 
l'accès des molécules d'eau au niveau du complexe de manganèse (Gregor et al. 2005). 
Chez Arabidopsis tha/iana, la protéine PsbO est encodée par deux gènes, PsbO-l et 
PsbO-2. L'isoforme PsbO-l est exprimé majoritairement et possède la fonction décrite 
précédemment, alors que l'isoforme minoritaire PsbO-2 est également impliqué dans le 
processus de dégradation du PSII dépendant de la lumière; PsbO-2 est une GTPase qui 
déphosphoryle la protéine Dl du PSU, rendant Dl plus accessible aux phosphatases et 
aux protéases pour sa dégradation (Lundin et al. 2007 a, Lundin et al. 2007 b). 
La protéine PsbP (23kDa) permet également de maintenir la structure du COE en 
séquestrant les atomes de calcium et de chlore nécessaires au dégagement d'oxygène, 
tout en protégeant le complexe de manganèse des agents réducteurs exogènes (Roose et 
al. 2007); la protéine PsbP participe à l'assemblable du complexe de manganèse lors de 
la photoactivation suivant le recyclage du PSII (Bondarava et al. 2005). La protéine 
PsbQ (16kDa) pemlet de stabiliser le COE en absence de chlore et de calcium 
(Summerfield et al. 2005). Les protéines PsbP et PsbQ participent également à la 
régulation de l'empilement des granas dépendamment des conditions de lumière (Suorsa 
et Aro 2007). Le chlore et le calcium sont des ions importants dans le COE, puisqu'ils 
stabilisent les produits intermédiaires de la réaction d'oxydation de l' eau. L'arrangement 
spatial du complexe de manganèse n'est pas connu avec certitude, plusieurs modèles 
étant encore envisagés (Sauer et Yachandra 2004, Renger 2007). 
1.10.6 Transport des électrons 
Dans le PSU, l'énergie lumineuse captée par l'antenne est transférée au donneur 
primaire d'électrons qu'est la paire de chlorophylle spéciale appelée P680, à cause de 
son pic d'absorption à 680 lllTI, située dans le centre réactionnel du PSU. L'énergie 
absorbée pem1et à un électron de quitter P680, lequel transite par une molécule de 
phéophytine pour aller réduire une molécule de PQ fixe particulière située sur un site de 
liaison sur Dl appelée QA; le transfert d'électrons amène P680 dans un état oxydé 
P680+. L'électron sur QA est ultérieurement transféré sur une PQ mobile située dans un 
site de liaison sur D2 appelée QB, laquelle provient du pool de PQ situé à l'intérieur de 
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la membrane thylacoïde entre le PSII et le cytochrome b6f. La PQ au site QB accepte 
successivement deux électrons en provenance du site QA pour être réduite sous forme de 
PQ2-, avant de réagir dans un second temps avec deux protons H+ en provenance du 
stroma pour être transformée sous forme de plastoquinol (PQH2), lesquelles étapes sont 
nécessaires pour permettre le départ de PQH2 du site QB vers le cytochrome b6f. 
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Figure 1.7: Schéma en Z du transport des électrons dans la membrane de 
thylacoïde . Adapté de Joly (2007). 
Parallèlement à ceci, la paire de chlorophylle spéciale oxydée P680+, de par son 
potentiel redox très élevé, arrache un électron à la tyrosine Z de Dl (résidu 161) pour 
retrouver sa forme réduite; la tyrosine Z extrait ensuite un électron du complexe de 
manganèse du COE pour recouvrer également son état réduit, lequel complexe arrache 
ultimement des électrons aux molécules d'eau en relâchant des protons et du dioxygène. 
Globalement, entre le COE et le cytochrome b6f (voir figure 1.7), le transport d'électrons 
via la photooxydation de l'eau se fait selon la réaction suivante grâce à l'énergie 
radiative absorbée au niveau de l'antenne du PSII (Nelson et Ben-Shem 2004) : 
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1.10.7 Cytochrome b6f 
Le cytochrome b6f est un complexe protéique dimérique transmembranaire de 
près de 220 kDa situé entre le PSU et le PSI dans la membrane de thylacoïde, dont 
chaque monomère contient de 8 à 9 sous-unités protéiques. Un monomère du 
cytochrome b6f est composé de quatre protéines principales, le cytochrome b6, le 
cytochrome f, la protéine FeS Rieske, la protéine sous-unité IV, et de quatre protéines 
secondaires nommées PetG, PetL, PetM et PetN; le complexe dimérique du cytochrome 
b6f lie également une FNR. Le rôle principal du cytochrome b6f est de servir 
d'intermédiaire dans les réactions d'oxydoréduction au niveau du transport des électrons 
entre le PSU et le PSI. Les électrons acheminés par les PQH2 en provenant du PSU sont 
transférés sur des molécules de plastocyanine (PC) avant d'être acheminés vers le PSI. 
L'échange des électrons entre les PQH2 et les PC au niveau du cytochrome b6f amène 
une translocation de protons du stroma vers le lumen à travers la membrane de 
thylacoïde; la translocation de protons crée un gradient chimiosmotique indispensable 
pour fournir l'énergie nécessaire à l'A TP synthase pour la synthèse ultérieure d 'A TP 
(Dekker et Boekema 2005). Le cytochrome b6f est également connu pour participer à un 
transfert cyclique d'électrons autour du PSI, dans une voie altemative distincte du 
transport linéaire d'électrons du PSII au PSI; le transfert cyclique d'électrons pemlet 
d'atteindre un ratio ATPINADPH optimal pour les réactions de fixation du carbone. 
(Bukhov et Carpentier 2004). 
1.10.8 Photosystème 1 
Le PSI est un complexe protéique transmembranaire comprenant un centre 
réactionnel de 12 sous-unités protéiques entouré d'une antenne composée de deux 
dimères LHCI (voir figure 1.8); le PSI comprend plus de 170 cofacteurs, principalement 
des molécules de ChI. Le centre réactionnel du PSI ressemble à celui du PSU, puisque 
c'est un hétérodimère protéique transmembranaire composé des protéines PsaA et PsaB 
contenant une paire de ChI a spéciale appelée P700, à cause de son pic d'absorption à 
700 nm, qui sert de cœur du centre réactionnel (Ben-Shem et al. 2003). 
Stroma 
Lunlen 
Figure 1.8: Représentation schématique de la structure du photosystème 
I. Adapté de Joly (2007). 
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L'énergie lumineuse captée par l'antenne du PSI est acheminée au donneur 
primaire d'électron P700, lequel transfère un électron via la ChI A sur l'accepteur 
primaire du PSI qui est une autre ChI appelée Ao; l'électron sur Ao transite ensuite vers 
une molécule de phyIloquinone nommée Al, avant d'être transféré sur une série de trois 
complexes fer-soufre (FeS), Fx, FA et FB respectivement. L'électron présent sur le 
complexe FB, situé à l'interface de la membrane thylacoïde du côté stroma, réduit le 
transporteur protéique soluble appelé ferrédoxine . L'électron présent sur la ferrédoxine 
est acheminé jusqu'à l'enzyme FNR qui transforme le NADP+ en NADPH2. Le 
NADPH2 est une fomle d'énergie essentielle à la plante pour la fixation du gaz 
carbonique de l'air lors de la synthèse ultérieure des hexoses. Parallèlement à ceci, la 
forme oxydée de P700 retoume à sa fonne réduite grâce à un électron en provenance 
d'une PC. Fait intéressant, la symétrie structurelle entre les protéines PsaA et PsaB 
conduit à une symétrie des cofacteurs redox du transport des électrons, de telle sorte que 
deux branches de transfert des électrons sont possibles dans le PSI (Fromme et al. 2006). 
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1.11 Problématique et objectifs du projet 
Bien que les polyamines soient reconnues pour être indispensables à la 
croissance et la différenciation cellulaire chez les eucaryotes, plusieurs de leurs 
mécanismes moléculaires sont toujours inconnus, tout particulièrement au niveau des 
mécanismes de transport intracellulaire ainsi que de la régulation des processus 
cataboliques au niveau transcriptionnel, post-transcriptionnel et traductionnel (Wallace 
et Fraser 2004, Grappa et Benavides 2008). 
L'observation que les concentrations intracellulaires des polyamines sont 
augmentées dans les cellules cancéreuses des animaux, comparativement aux cellules 
saines, provoque un intérêt grandissant à l'égard des polyamines dans le combat contre 
le cancer; la diminution de la capacité des cellules à exporter les polyamines, couplée à 
la surexpression de plusieurs enzymes de biosynthèse des polyamines, a mené au 
développement de produits pharmaceutiques prometteurs capables de réguler 
négativement les niveaux intracellulaires des polyamines naturelles in vitro: les 
polyamines analogues. Néanmoins, le manque de connaissance sur les processus de 
transport intracellulaire et sur les mécanismes d'actions au niveau moléculaire limite 
l'efficacité des tests effectués; les polyamines analogues actuels induisent souvent des 
effets différents dépendamment des cellules traitées (Thomas et Thomas 2003, Wallace 
et Fraser 2003a, Wallace et al. 2003b, Wallace et Fraser 2004). 
Les concentrations intracellulaires des polyamines sont également augmentées 
dans les cellules des plantes soumises à des conditions de stress abiotiques, lesquelles 
conditions mènent fréquemment à un stress de nature oxydatif; les polyamines possèdent 
un rôle antioxydant empêchant la propagation des ROS et la peroxydation des lipides 
membranaires. Cependant, l'excès de polyamines est à même d'induire un stress 
oxydatif en produisant un surplus de peroxyde d'hydrogène lors de leur catabolisme 
(Alcazar et al. 2006, Liu et al 2007, Rhee et al. 2007, Groppa et Benavides 2008). 
L'implication des polyamines dans la réponse des plantes face aux stress abiotiques est 
omniprésente au niveau de la photosynthèse. Les stress abiotiques contribuent à modifier 
la structure et la fonction de l'appareil photosynthétique, alors que les polyamines sont 
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réputées pour stabiliser les structures protéiques et participer au développement des 
chloroplastes, l'organite contenant les membranes photosynthétiques. Les polyamines 
sont intrinsèquement impliquées dans la bioénergétique de la photosynthèse, dans la 
mesure où la putrescine stimule la synthèse de l'A TP alors que la spermidine et la 
spermine activent la photoprotection (Sfichi et al. 2004, Walters 2005, Ioannidis et 
Kotzabasis 2007, Navakoudis et al. 2007). Néanmoins, même si les polyamines sont 
naturellement bénéfiques pour les plantes et les chloroplastes, l'interaction directe des 
polyamines spem1idine et spermine avec des fractions membranaires isolées de PSII 
conduit à une forte inhibition du dégagement d'oxygène. Le mécanisme d'action de cette 
inhibition n ' a toutefois pas été décrit (Bograh et al. 1997). 
La présente étude a deux buts principaux, soit i) de caractériser les interactions 
entre des polyamines analogues possédant une activité antitumorale in vitro avec HSA, 
la principale protéine de transport dans le plasma sanguin chez l 'humain, et ii) de 
détem1iner le mécanisme d'action au niveau moléculaire de l'inhibition du dégagement 
d'oxygène du PSII causé par l'interaction des polyamines naturelles avec les protéines 
du photosystème. 
Les objectifs spécifiques consistent, dans un premier temps, à caractériser les 
interactions entre les polyamines analogues et la protéine HSA par spectroscopie UV-
visible, CD et FTIR, afin d'examiner les effets de la complexation des analogues sur la 
structure de la protéine de transport, pour ensuite comparer les résultats obtenus avec 
ceux déjà publiés de la complexation des polyamines naturelles avec HSA (Ahmed 
Ouameur et al. 2004). Dans un second temps, l'inhibition du dégagement d'oxygène du 
PSII causé par les polyamines naturelles est étudié par spectroscopie FTIR et par 
dégagement d'oxygène standard, mais également par induction de fluorescence, par 
thermoluminescence, par cinétique de déclin de fluorescence induite par flash, par 
électrophorèse, par détermination du manganèse et par dégagement d'oxygène après 
flash, afin de déterminer le mécanisme d'action au niveau moléculaire de cette inhibition 
de l'activité du PSII. 
CHAPITRE II 
MÉTHODES EXPÉRIMENTALES 
2.1 Matériel utilisé 
La fraction V de l'albumine humaine a été obtenue commercialement (Sigma-
Aldrich, Oakville, Ontario, Canada, produit A3782) et utilisée sans purification 
supplémentaire. Les polyamines analogues 333, BE-333 et BE-3333 ont été synthétisées 
dans le laboratoire du docteur Akira Shirahata (Jo sai University, Saitama, Japan) et 
utilisées sans purification supplémentaire. 
Les polyamines naturelles tel que les diamines diaminopropane, putrescine et 
cadaverine ont été obtenues commercialement (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, 
Canada) et utilisées sans purification supplémentaire, tout comme la spermidine et la 
spennme. 
Les feuilles d'épinards ont été achetées commercialement dans un marché local 
(Trois-Rivières, Québec, Canada) et utilisées immédiatement pour l'isolation des 
fractions membranaires photosynthétiques. 
2.2 Préparation des solutions stocks 
La protéine HSA a été dissoute dans une solution aqueuse (40 mg/mL ou 0,5 
mM) contenant un tampon Tris-HCl de 10 mM à pH 7.2. La concentration protéique a 
été déterminée spectrophotométriquement en utilisant le coefficient d'extinction molaire 
(E) de 36 500 M-1 cm-I à 280 nm selon Painter et al. (1998). La protéine HSA a été 
utilisée sans enlever ses molécules d' acides gras, ce qui représente une situation plus 
proche de la réalité in vivo; 0,1 à 2 acides gras sont liés à l'albumine dans des conditions 
physiologiques normales selon Carter et Ho (1994) et Curry et al. (1999). 
Les solutions de polyamines analogues (1 !lM à 2 mM) et de polyamines 
naturelles (20 !lM à 40 mM) ont été preparées dans l'eau distillée . 
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2.3 Isolation des fractions membranaires enrichies en PSU 
Les fractions membranaires des PSU ont été isolées à partir de feuilles d'épinards 
(Spinacea oleracea L.) selon la méthode de Berthold et al. (1981) avec les modifications 
de Rashid et al. (1991). Les feuilles fraîches ont été homogénéisées dans un tampon 
contenant 50 mM Tricine-NaOH (pH 7.6), 0,4 M sorbitol, 10 mM NaCI, 5 mM MgCh, 6 
mM ascorbate et 1 mM fluorure de phénylmétanesulfonyle (PMSF). L'homogénat a été 
filtré à l'aide de 12 couches de gaze, alors que le filtrat a été centrifugé pendant 5 
minutes à 2000g. Le culot a été suspendu dans le même tampon mais sans sorbitol et 
PMSF pour être centrifugé sous les mêmes conditions. Le culot résultant a été suspendu 
dans un tampon contenant 20 mM Mes-NaOH (pH 6.5),1,5 mM NaCI, 10 mM MgCh et 
4% Triton X-lOO avec une concentration de ChI de 1 mg/mL; la concentration en ChI a 
été determinée selon Porra et al. (1989) . Suite à une incubation sous agitation constante 
de 20 minutes à la noirceur à 4°C, la mixture a été centrifugée pendant 10 minutes à 
3600g. Les fractions membranaires de PSU ont été recueillies du surnageant en 
centrifugeant pendant 30 minutes à 3600g; la préparation de PSU a été suspendue dans 
un tampon comprenant 20 mM Mes-NaOH (pH 6.5), 1,5 mM NaCI et 10 mM MgCh, à 
une concentration de Chi 2 mg/mL. 
2.4 Spectroscopie d'absorption UV-visible pour HSA 
Les spectres d 'absorption UV -visible ont été mesurés avec un spectrophotomètre 
Perkin Elmer Lambda 40 (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA) en utilisant une 
cuvette en quartz avec un parcours optique de 1 cm; les spectres ont été mesurés pour la 
protéine HSA libre (12,5 /lM) et pour chacun des complexes formés avec une polyamine 
analogue (1 /lM à 1 mM). Pour calculer la constante de liaison K protéine-polyamine, les 
données ont été traitées avec l'équation suivante: 
HSA + polyamine <=> HSA-polyamine (1) 
K = [HSA-polyamine] / [HSA libre] • [polyamine libre] (2) 
Les valeurs des constantes de liaison K ont été obtenues à partir de l'absorbance 
de HSA à 280 nrn selon les méthodes publiées par Stephanos (1996a) et Stephanos et al. 
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(1996b), où divers ligands se liant à l'hémoglobine ont été décrits. Pour des liaisons à 
faible affinité, les résultats ont été traités avec un tracé réciproque linéaire basé sur 
l' équation suivante: 
(3) 
où Ao est l'absorbance de la protéine à 280 nm en absence de ligand, Aoo est 
l' absorbance finale du complexe protéine-ligand, alors que A est l' absorbance mesurée 
de la protéine à différentes concentrations de ligand. Le tracé de la double réciproque de 
l /(A-Ao) vs lICligand est linéaire et la constante de liaison K peut être estimée par le ratio 
de l 'ordonnée à l'origine à la pente selon Stephanos (1996a) et Stephanos et al. (1996b) . 
2.5 Spectroscopie de dichoïsme circulaire pour HSA 
Les spectres de CD ont été mesurés avec un spectropolarimètre Jasco J-720 
(Jasco, Easton, Maryland, USA) en utilisant une cuvette en quartz avec un parcours 
optique de 0,01 cm; les spectres ont été mesurés pour la protéine HSA libre (12,5 j.!M) et 
pour chacun des complexes formés avec une polyamine analogue (0,25, 0,5 et 1 mM) 
dans une atmosphère d'azote. Les spectres comptent 5 balayages accumulés avec une 
vitesse de 50 nm par minute recueillant des données à tous les mn de 178 à 260 nm; le 
débit d'azote utilisé a été de 8L1min et la température des échantillons a été gardée à 
25°C grâce à un bain thermostaté Neslab RTE-Ill (Thermo Fisher Scientific Inc. , USA) 
connecté à la cuvette en quartz. Noter que le signal enregistré dans ces conditions 
expérimentales n'est excellent qu'à partir de 190 nnl. Les spectres de CD ont été 
corrigés avec le signal du tampon, tandis que leur conversion en unité Mol CD (ôc) a été 
effectuée avec le programme Jasco Standard Analysis (Jasco, Easton, Maryland, USA). 
2.5.1 Analyse de la structure secondaire par CD pour HSA 
La structure secondaire de la protéine HSA a été calculée en utilisant des 
prédictions de différentes portions de structure secondaire, soit en comparant plusieurs 
gammes de protéines possédant toutes des données de diffraction de rayons X de haute 
32 
qualité selon Johnson (1999) et Sreerama et Woody (2000), grâce au progranU11e 
CDSSTR foumi dans le logiciel CDPro disponible sur le site internet 
http: //lamar.colostate .edu/~sreeramJCDPro . La gat1U11e protéique SP29 a été utilisée 
pour détenniner la structure secondaire de la protéine, puisque HSA est une protéine 
soluble (SP signifiant « soluble protein ») et que les données CD utilisées couvrent de 
180 à 260 mn (SP29 possédant des valeurs pour chaque nm de 178 à 260 mn). Noter que 
l'efficacité des analyses statistiques effectuées par CDSSTR est évaluée par une mesure 
déternlinée par le programme appelée NRMSD « normalized root mean 
square deviation» (un écart type normalisé), laquelle compare le spectre CD calculé avec 
le spectre CD expérimental; la moyenne des valeurs obtenues de NRMS pour les 
présents travaux est de 0,045 (soit 4,5%). 
2.6 Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier pour HSA 
Les spectres de FTIR ont été mesurés avec un spectrophotomètre Nicolet Impact 
420 FTIR (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) équipé d'un détecteur de type DTGS 
(deuterated triglycine sulfate) et d'un séparateur de faisceau de KBr utilisant des fenêtres 
de AgBr. Les spectres comptent 100 balayages acquis avec une résolution de 4 cm-I 
recueillant des données entre 4000-600 cm- I ; les spectres ont été mesurés pour la 
protéine HSA libre (0,25 mM) et pour chacun des complexes formés avec une 
polyamine analogue (0,125, 0,25, 0,5 et 1 mM). Les spectres ont été acquis à partir de 
films hydratés unifonnes, créés par une incubation de deux heures à la température pièce 
de 100 f..ll des solutions des échantillons sur des fenêtes de AgBr; la solution de 
polyamine a été inüialement ajoutée goutte-à-goutte à la solution de HSA en agitant 
constal1U11ent pour assurer la fomlation d 'un mélange homogène. 
Les spectres de différence [(HSA + polyamine) - (HSA)] ont été générés en 
utilisant les bandes d'étirement C-H symétriques et asymétriques des polypeptides 
loca:lisées entre 2900-2800 cm- I ; ces bandes ne subissent pas de décalage ou de variation 
d'intensité lors de la formation d'un complexe et sont donc généralement utilisées 
comme standard interne selon Kril1U11 et Bandekar (1986). En produisant les spectres de 
différence, les bandes d'étirement C-H sont ajustées au niveau de la ligne de base pour 
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normaliser les spectres de différence tel que décrit par Ahmed Ouameur et al. (2004). La 
précision de cette méthode de soustraction a été testée en utilisant plusieurs échantillons 
contrôles possédant les mêmes concentrations de HSA et de polyamine, lesquels ont 
démontré la formation d'une ligne de base semblable. Une échelle d ' absorption similaire 
a été utilisée pour les spectres de HSA libre, de HSA complexé avec des polyamines et 
pour les spectres de différences produits ici; cette méthode permet d'obtenir des 
différences spectrales signicatives entre HSA libre et ses complexes de polyamine pour 
différentes concentrations en polyamine, ces différences spectrales étant alors employées 
pour caractériser la nature de l'interaction HSA-polyamine. 
2.6.1 Analyse de la structure secondaire par FTIR pour HSA 
L'analyse de la structure secondaire de HSA et de ses complexes avec les 
polyamines analogues a été effectuée sur la base de la procédure publiée par Byler et 
Susi (1986). La structure secondaire de HSA est détemlinée selon la forme de la bande 
amide 1 localisée vers 1650-1660 cm- I. L'autodéconvolution par transfomlée de Fourier 
et l'augmentation de la résolution de la dérivée seconde ont été appliquées pour 
augmenter la résolution du spectre dans la région de 1700-1600 cm- 1. Les dérivées 
secondes ont été obtenues en utilisant un point de convolution de Il ou 13. 
L'amélioration de la résolution résultant de l' autodéconvolution et de la dérivée seconde 
est telle que le nombre et la position des bandes à être adaptées sont détemlinés. 
La quantification des aires des différentes composantes de la bande amide l , 
révélées par autodéconvolution et dérivée seconde, a été possible grâce à un ajustement 
de courbe itératif du moindre carré utilisé pour adapter la forme de la ligne Gaussienne 
au spectre entre 1700-1600 cm-I. Les manipulations spectrales reliées à l'ajustement de 
la courbe sont décrites en détails par Ahmed Ouameur et al. (2004). L'analyse de cet 
ajustement de courbe a été faite en utilisant le programme GRAMS/AI Version 7.01 
(Galactic Industries Corporation, Salem, New Hampshire, USA). 
Avant de faire l'ajustement à la courbe, une ligne de base passant à travers les 
coordonnées à 1700 et 1600 cm- I a été soustraite. La ligne de base a ensuite été modifiée 
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par un ajustement de courbe itératif du moindre carré, permettant l'ajustement d'une 
ligne de base horizontale utilisée comme paramètre additiOlmel afin d'obtenir le meilleur 
ajustement de courbe possible; aucun ajustement de courbe signicatif ne peut être 
effectué par le simple examen des spectres infrarouges originaux, raison pour laquelle le 
procédé de déconvolution doit être effectué au préalable. 
La courbe résultante a été analysée en assignant chaque bande à une structure 
secondaire selon la fréquence de son maximum: feuillet ~ parallèle (1610-1640 cm- I ) , 
stmcture désordonnée ou pelote statistique (1641-1648 cm-1), hélice a (1650-1660 cm-1) , 
coude ~ (1660-1680 cm-1) et feuillet ~ antiparallèle (1680-1692 cm- I ). L'aire de chacune 
des bandes assignées à une confonnation donnée a été additionnée et ensuite divisée 
individuellement par l'aire totale; le nombre obtenu correspond à la proportion de la 
protéine dans cette confonnation. Les attributions de structure secondaire sont 
consistantes avec les valeurs dételminées théoriquement par Krimm et Bandekar (1986) 
et expérimentalement par Byler et Susi (1986). 
Il est à noter que l'autodéconvolution par transfonnée de Fourier et 
l'augmentation de la résolution de la dérivée seconde sont des procédures qui peuvent 
introduire plusieurs artéfacts dans la détemlination des structures secondaire d'une 
protéine, puisque ces procédures peuvent amplifier certaines bandes d'absorption qui ne 
sont pas de nature protéique dans la région amide I. Les principaux artéfacts sont le bmit 
de l 'appareil, l'existence de vapeurs d 'eau dans l'air, ainsi que la présence de 
contaminants ou de contre-ions qui ne font pas paIiie intégrante de la protéine. Pour 
mitiger les deux premiers artéfacts de mesure, il a été vérifié qu'aucune bande 
d'absorption n'était amplifiée dans les régions où il n'y a pas de bandes protéiques tel 
que décrit par Surewicz et al. (1993). Finalement, le demier artéfact est négligeable, 
dans la mesure où la compagnie Sigma-Aldrich stipule que la protéine HSA (produit 
A3782) est pure à 99% et que celle-ci a été dissoute dans un simple tampon Tris-HCl 
lors de la préparation des films humides. 
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2.7 Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier pour PSU 
Les spectres de FTIR ont été mesurés avec un spectrophotomètre Perkin-Elmer 
spectrum 2000 (Perkin-Elmer, USA) équipé d'un détecteur de type HgCdTe (mercury 
cadmium telluride) et d'un séparateur de faisceau de KBr utilisant des fenêtres de AgBr. 
Les spectres comptent 100 balayages acquis avec une résolution de 2 cm- I recueillant des 
données entre 4000-600 cm- I ; les spectres ont été mesurés pour le PSU non traité (1 mg 
ChI/mL) et pour chacun des complexes formés avec une diamine (0,01 , 0,1, 1, 5, 10 et 
20 mM). Les spectres ont été acquis à partir de films hydratés, créés par une incubation 
de deux heures à la température pièce sous lumière verte de 100 III des solutions des 
échantillons sur des fenêtes de KBr; la solution de polyamine a été initialement ajoutée 
goutte-à-goutte à la solution de PSU en agitant constamment pour assurer la formation 
d'un mélange homogène. 
Les spectres de différence [(PSU + diamine) - (PSU)] ont été générés en utilisant 
la bande du Triton à 1285 cm-1; cette bande ne subit pas de décalage ou de variation 
d'intensité lors de la formation d'un complexe et s'annule lors de la soustraction 
spectrale, étant ainsi utilisée comme référence externe selon Bograh et al. (1999). La 
précision de cette méthode de soustraction a été testée en utilisant plusieurs échantillons 
contrôles possédant les mêmes concentrations de PSII et de diamines, lesquels ont 
démontré la formation d'une ligne de base similaire. Une échelle d'absorption similaire 
a été utilisée pour les spectres de PSII libre, pour les spectres de PSU complexé avec les 
diamines et pour les spectres de différences produits ici, pennettant d'obtenir ainsi une 
soustraction spectrale significative. L'absorption IR typique de la fornle libre des 
diamines à 1597 cm- I a également été soustraite lorsque nécessaire. Les différences 
spectrales produites ont été utilisées dans le but d'analyser la nature de l'interaction 
diamine-protéine, tel qu'au niveau des différents modes de liaison peptidiques C=O et 
C-N, aussi bien qu'au niveau de la complexation diamine-lipide et diamine-tyrosine. Les 
détails concernant les manipulations spectrales et les traitements de donnés ont été 
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décrits par Nahar et Tajmir-Riahi (1996) et Bograh et al. (1997). 
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2.7.1 Analyse de la structure secondaire par FTIR pour PSU 
L'analyse de la structure secondaire du PSU et de ses complexes avec les 
diamines a été effectuée sur la base de la procédure publiée par Byler et Susi (1986), 
Goormaghtigh et al. (1990), He et al. (1991), Nahar et al. (1994) et Ahmed et al. (1995). 
La structure secondaire du PSU est déterminée selon la f0n11e de la bande amide 1 
localisée vers 1650-1660 cm- I . L' autodéconvolution par transformée de Fourier et 
l' augmentation de la résolution de la dérivée seconde ont été appliquées pour augmenter 
la résolution du spectre dans la région de 1700-1600 cnfl. L'amélioration de la 
résolution a été réalisée en utilisant une ligne de f0n11e Lorenzienne pour 
l'autodéconvolution et une ligne de forme Gaussienne pour l' apodisation. 
La quantification des aires des différentes composantes de la bande amide I, 
révélées par autodéconvolution et dérivée seconde, a été possible grâce à un ajustement 
de courbe itératif du moindre carré utilisé pour adapter la f0n11e de la ligne Lorenzienne 
au spectre entre 1700-1600 cm- I . Les manipulations spectrales reliées à l'ajustement de 
la courbe sont décrites en détail par Ahmed et al. (1995). L' analyse de cet ajustement a 
été faite en utilisant le programme Spectra Cale (Galactic Industries Corporation , Salem, 
New Hampshire, USA). 
Avant de faire l'ajustement à la courbe, une ligne de base passant à travers les 
coordonnées à 1700 et 1600 cm- I a été soustraite. La ligne de base a ensuite été modifiée 
par un ajustement de courbe itératif du moindre carré, permettant l'ajustement d'une 
ligne de base horizontale utilisée comme paramètre additionnel afin d'obtenir le meilleur 
ajustement de courbe possible; aucun ajustement de courbe signicatif ne peut être 
effectué par le simple examen des spectres infrarouges originaux, raison pour laquelle le 
procédé de déconvolution doit être effectué au préalable. L 'amélioration de la résolution 
résultant de l'autodéconvolution est telle que le nombre et la position des bandes à être 
adaptées sont déterminés. Le premier ajustement de courbe a été réalisé sur un spectre 
déconvolué avec un K = 1,5-2,5 avec les paramètres initiaux suivants: la fréquence a été 
ajustée manuellement en déplaçant le curseur sur l'écran de l'ordinateur, l'intensité a été 
calculée pour être aux deux tiers de l'intensité réelle du spectre à la fréquence choisie, 
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alors que la largeur totale à la mi-hauteur a été utilisée à la mesure de la déconvolution 
appliquée; aucun de ces paramètres n'a été gardé constant durant la procédure 
d'ajustement à la courbe. 
Dans la seconde étape, les mêmes paramètres initiaux, mais avec une largeur 
totale agrandie à la mi-hauteur, ont été employés sur les spectres non déconvolués pour 
un nouvel ajustement à la courbe, afin d'obtenir des résultats exempts de tout artefact 
possible introduit par le processus de déconvolution dans les intensités intégrées. La 
courbe résultante a été analysée en assignant chaque bande Lorenzienne à une structure 
secondaire selon la fréquence de son maximum: feuillet ~ parallèle (1626-1 640 cm-'), 
structure désordonnée ou pelote statistique (1641-1648 cnf'), hélice a (1655-1658 cm-'), 
coude ~ (1670-1678 cm-') et feuillet ~ antiparallèle (1685-1691 cm-1). L'aire de chacun 
des bandes assignées à une conformation donnée ont été additionnées et ensuite divisées 
individuellement par l'aire totale; le nombre obtenu correspond à la proportion de la 
protéine dans cette confonnation. Les attributions de structure secondaire sont 
consistantes avec les valeurs déterminées théoriquement par Krimm et Bandekar (1986) 
et expérimentalement par Byler et Susi (1986). 
2.8 Dégagement d'oxygène standard 
Le taux de dégagement d 'oxygène (TDO) dans les fractions membranaires de 
PSU a été mesuré à 22°C, en utilisant le système Oxylab (Hansatech Instruments, 
Norfolk, England). Les échantillons ont été éclairés avec une lumière blanche continue. 
Le milieu d'analyse d'un volume de 1,5mL contenait 400 mM sucrose, 20 mM MES-
NaOH (PH 6.3), 1 mM NaCI, 0,5 mM MgCh, 0,35 mM de 2,5-dichlorobenzoquinone 
(DCBQ) comme accepteur d'électrons du PSII, 25 Ilg ChI/mL et la concentration 
spécifiée de polyamine. Les échantillons contrôles avaient un TDO de 700-800 Ilmol 
d'oxygène par mg de ChI par heure. 
2.9 Induction de fluorescence 
Les mesures d ' induction de fluorescence dans les fractions membranaires de PSU 
ont été effectuées à la température pièce en utilisant le Plant Efficiency Analyser 
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(Hansatech, King' Lynn, Norfolk, UK). Le milieu d'analyse d ' un volume de 4 mL 
contenait 400 mM sucrose, 20 mM MES-NaOH (pH 6.3), 15 mM NaCl, 10 mM MgCh, 
25 Ilg ChI/mL de PSU et la concentration spécifiée de polyamine. Les échantillons 
adaptés dans le noir pendant 1 minute à température pièce ont été excités avec une 
lumière actinique rouge (À = 655 nrn et intensité de 3000 Ilmol m-2s-l) fourni par des 
diodes émettrices de lumière. Comme le signal de fluorescence obtenu dans les 40 
premières ilS est attribué à des artéfacts dû au temps de réponse de l'instrument, ces 
données ne sont pas incluses dans l'analyse des courbes d'induction de fluorescence. Le 
signal à 40 ilS est pris comme Fo, la fluorescence initiale. La fluorescence variable, Fv 
(la différence entre Fo et la fluorescence maximale, Fm dans les échantillons adaptés 
dans le noir), a été utilisée pour calculer les ratios Fv/Fm et FvlFo . 
2.10 Thermoluminescence 
Les mesures de themloluminescence dans les fractions membranaires de PSU ont 
été effectués avec un équipement construit en laboratoire et décrit par Ducruet (2003) et 
Gauthier et al. (2006). Le milieu d'analyse d'un volume de 200 ilL, contenant 400 mM 
sorbitol, 50 mM Tricine-NaOH (pH 7.8), 10 mM KCl, 10 mM NaCl, 5 mM MgCh, 25 
Ilg ChI/mL de PSU et la concentration spécifiée de polyamine, a été ajouté sur le puits de 
l'échantillon d'un diamètre de 15 mM positiOlmé juste au-dessus de la plaque Peltier. 
Les échantillons adaptés dans le noir ont été incubés pendant 2 minutes à 20°e. La 
température a ensuite été amenée à O°C à l'intérieur de 5 à 10 secondes puis conservée 
pour 60 secondes; cette température d'incubation a été choisie pour éviter de causer des 
dommages par le gel au CDO, lesquels provoquent habituellement des artéfacts de 
mesure selon Ducruet (2003). Un seul flash blanc sursaturant d'une durée de l-lls 
(arrangement 10) du XE-ST Pump Flash unit (Walz, Effeltrich, Germany) a été utilisé 
pour initier la séparation de charge dans le PSU. Le chauffage linéaire subséquent des 
échantillons dans le noir total a activé la recombinaison des paires de charge du PSU, 
lesquelles sont détectables par l'apparence de bandes d'émissions à des optimums 
caractéristiques de température. Les données ont été analysées avec ThennoLite, un 
programme développé dans notre laboratoire pour les besoins associés avec le système 
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d'exploitation Windows OS; le programme est une version réformée de l'original selon 
Ducruet et Miranda (1992) et Gauthier et al. (2006). 
2.11 Cinétique de déclin de fluorescence induite par flash 
Les mesures de la montée de fluorescence de la ChI et sa relaxation dans le noir, 
dans les fractions membranaires de PSU, ont été effectuées avec un fluorimètre modulé 
par double impulsion (PAM, Walz, Effeltrich, Germany) comme décrit par Ono et al. 
(1995) et Putrenko et al. (1999), dans le but de détecter les cinétiques de réduction et 
d'oxydation de QA. Le milieu d'analyse d'un volume de 1 mL, contenant 400 mM 
sucrose, 20 mM MES-NaOH (pH 6.3), 15 mM NaCI, 10 mM MgCI2, 25 Ilg Chl/mL de 
PSU et la concentration spécifiée de polyamine, a été incubé pour 3 minutes à la 
tempéraure pièce dans le noir total d 'avant d ' initier les mesures de fluorescence . La 
réduction de QA a été obtenue en utilisant un seul flash saturant généré par le XST 103 
flash lamp (Walz, Effeltrich, Germany). Le flash a atteint son maximum d'intensité à 
l'intérieur de 8 ilS et s'est dissipé complètement avant 50 ilS. Comme le signal actuel de 
fluorescence se stabilise 100 ilS après l'application du flash, les données concernant 
cette période de temps ne sont pas utilisées pour l'analyse des cinétiques d'oxydation de 
QA-. Le signal de fluorescence a été mesuré avec le système d'acquistion des données 
PDA 100 avec le logiciel WinControl (Walz, Effeltrich, Germany) en utilisant une 
fenêtre de mesure de 20 ilS par donnée et une lumière de mesure modulée à 100 kHz. La 
durée du temps de mesure avec la faible lumière modulée à une fréquence de 1,6 kHz et 
avec la lumière de mesure modulée à 100 kHz était de moins de 290 ms. Le rapport 
signal-bruit a été amélioré en mesurant la montée de la fluorescence de la ChI et sa 
relaxation dans le noir à partir de neuf échantillons indépendants de la même 
préparation. Les tracés ont été ramenés à une moyenne avec le logiciel WinControl en 
estimant les temps de demi-vie et les amplitudes des composantes de la cinétique de 
déclin de fluorescence en utilisant la fonction tri-exponentielle suivante: 
F(l) - F' = A e-k\, + A e-k2' + A e-k" 1 2 3 (4) 
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où F(t) est la valeur de fluorescence au temps t, kn est le taux de la constante, An 
est l'amplitude des phases de relaxation de la fluorescence, et F ' est la fluorescence 
minimale stable à la fin du déclin. Les courbes de mesure des échantillons contrôle n ' ont 
pu être analysées correctement avec une fonction bi-exponentielle. 
2.12 Électrophorèse sur gel de polyacrylamide 
Les fractions membranaires de PSU ont été incubées 5 minutes dans la noirceur à 
la température pièce en présence ou non de polyamine, afin de détem1iner par 
électrophorèse si des polypeptides sont relâchés par les polyamines; les échantillons de 
PSU sont immédiatement prélevés après traitement par une centrifugation de 5 minutes à 
12400 rpm dans une microcentrifugeuse à eppendorf. Les culots ont été lavés deux fois 
dans 400 mM sucrose et 20 mM MES-NaOH (pH 6.2) avant d'être utilisés pour 
l'analyse des polypeptides. Les premiers surnageants ont également été centrifugés à 12 
400 rpm pendant 5 minutes pour enlever les fragments membranaires restants . 
L'extraction par Tris-alkali des polypeptides de 17,23 et 33 kDa a été effectuée selon la 
méthode proposée par Nakatani (1984). Les supernageants des fractions membranaires 
de PSII traités avec les polyamines ou par Tris-Alkali ont été concentrés contre le 
sucrose en utilisant des membranes Spectra/Por munies de pores moléculaires (Spectrum 
Laboratories, Inc., Rancho Dominguez, CA, USA) avant l'analyse des polypeptides par 
électrophorèse sur gel de polyacrylamide. L'électrophorèse a été exécutée à température 
pièce en utilisant des gels miniahlres en galette (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
USA) contenant 13% d'acrylamide et 6 M d'urée. Les gels ont été colorés avec le bleu 
brillant de Coomassie et le contenu en polypeptide a été analysé avec le système Gel-
Doc 2000 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). 
2.13 Détermination du manganèse 
Le contenu en manganèse a été détem1iné dans les culots et les supemageants des 
fractions membranaires de PSII traités avec des polyamines en utilisant le 
spectrophomètre d'absorption atomique Analyst 100 (Perkin Elmer, Wellesley, 
Massachusetts, USA) à une Â, = 279,5 mTI avec une flamme produite à partir d'un 
mélange d 'air et d'acétylène comme décrit par Boisvert et al. (2007). 
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2.14 Taux de dégagement d'oxygène induit par flash 
Le TDO induit par flash chez les thylacoïdes a été mesuré à 25°C en utilisant un 
équipement construit par le laboratoire. Cet instrument est composé d'une électrode de 
mesure de taux d'oxygène couplé à un système d'illumination par flash. Le courant 
électrique mesuré dans l'électrode est proportionnel à la concentration d'oxygène dans 
l'échantillon testé, lequel courant est amplifié, puis transmis par un convertisseur 
analogique-numérique à un ordinateur personnel pour l'enregistrement des données à 
une fréquence de 0.5 kHz. La description complète de l'appareil est détaillée par 
Zeinalov (2002). Le compartiment supérieur de l'électrode (où est situé l'anode 
d'argent) était rempli d'un tampon électrolyte composé de 400 mM de sucrose, 40 mM 
de Hepes-NaOH (pH 7.6),100 mM de KCI, 10 mM de NaCl et 5 mM de MgCh, tandis 
que l ' échantillon de thylacoïdes (déposé sur la cathode en platine) était suspendu dans 
un tampon de mesure composé de 400 mM de sucrose, 40 mM de Hepes-NaOH (pH 
7.6), 10 mM de NaCI, 5 mM de MgCh et des concentrations spécifiées de polyamines, 
de CCCP ou de NH20H; lorsque utilisé, le CC CP a été ajouté d'une solution mère 
d'éthanol, pour une concentration finale d'éthanol de 1% (v/v) dans chacun des 
échantillons de thylacoïdes. La concentration de ChI dans chaque échantillon était de 
200 Ilg/mL pour un volume final de 100 ilL. Les échantillons ont été incubés 3 minutes 
à la noirceur sur l'électrode avant le début de la mesure. Les échantillons ont ensuite été 
exposés à un train de 12 flashes lumineux actiniques de 4 joules, d'une durée de 10 ilS 
par flash, avec une fréquence de base de 2 Hz pour illuminer l'échantillon. Le premier 
flash a été donné 2 secondes après le début de l'acquisition des données. 
2.14.1 Analyse de la distribution des paramètres des états S 
Les probabilités de transition des états S (y = simple coup, a = coup manqué, B = 
double coup, 8 = transition arrière, E = inactivation) ainsi que la répartition initiale des 
populations des différents états d'oxydation (Sn = S-2 + S_I + So + SI + S2 + S3 = 100%) 
du complexe de manganèse ont été déterminées mathématiquement, avec les TDO 
expérimentaux suivant les douze premiers flashes lumineux, selon un modèle de 
résolution d'équations avec matrice proposé par Shinkarev (2005b), avec une 
modification incluant les états S inférieurs décrits par Messinger et al. (1991). 
CHAPITRE III 
POLYAMINE ANALOGUES BIND HUMAN SERUM ALBUMIN 
Le contenu de ce chapitre a fait l'objet d'une publication en 2007 dans le journal 
Biomacromolecules: Beauchemin, R., N'soukpoé-Kossi, C.N., Thomas, T.l, Thomas, 
T., Carpentier, R. , Tajmir-Riahi, H.A., Polyamine analogues bind human serum 
albumin, vol. 8 : 3177-3183 
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3.1 Résumé 
Les molécules analogues aux polyamines naturelles démontrent une activité anti-
tumorale dans plusieurs modèles expérimentaux, dont une habileté, bien documentée, à 
altérer l'activité des agents thérapeutiques cytotoxiques dans les cancers du sein. Le 
mode d'action des polyamines est basé sur leur association avec des acides nucléiques et 
des protéines. Le but de cette étude est donc d'examiner les interactions de l' albumine 
humaine, une protéine sérique de transport contenue dans le sang, avec des molécules 
analogues aux polyamines naturelles, tel que 1, Il-diamino-4,8-diazaundécane (333), 
3,7,11 ,15-tétrazaheptadécaneAHCI (BE-333), et 3,7,11,15, 19-pentazahenicosane·5HCl 
(BE-3333), en solution aqueuse à conditions physiologiques en utilisant une 
concentration constante de protéines et plusieurs concentrations différentes de 
polyamines (!lM à mM). Les méthodes spectroscopiques de FTIR, UV-visible, ainsi que 
du DC sont utilisées pour déterminer le mode de liaison des polyamines avec l'albumine 
humaine, ainsi que les effets de cette liaison sur la stabilité et la structure secondaire de 
la protéine. Les analyses structurelles démontrent que les polyamines se lient de façon 
non spécifique (pont H) via les groupes polaires polypeptidiques avec des constantes de 
liaison de K 333 = 9.30 X 103 M- I, KBE-m = 5.63 x 102 M- I et KBE-3333 = 3.66 X 102 M- I. La 
protéine subit un changement de conformation majeur au niveau de sa structure 
secondaire avec la réduction de la proportion des hélices-a de 55% (protéine libre) à 43-
50%, et avec l'augmentation de la proportion des feuillets-~ de 17% (protéine libre) à 
29-36% dans les différents complexes protéine-polyamine, le tout indiquant une 
déstabilisation partielle de la structure protéique en interaction avec les polyamines. La 
structure de l'albumine humaine est moins perturbée par les polyamines analogues 
comparativement aux polyamines naturelles. 
Polyamine analogues bind human serum albumin 
IR. Beauchemin, I C. N. N'soukpoé-Kossi, 2T. J. Thomas, 2T. Thomas, 
IR. Carpentierl and IH. A. Tajmir-Riahil * 
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3.2 Abstract 
Polyamine analogues show antitumor activity in experimental models, and their 
ability to alter activity of cytotoxic chemotherapeutic agents in breast cancer is well 
documented. Association of polyamines with nuc1eic acids and protein is included in 
their mechanism of action. The aim of this study was to examine the interaction of 
human serum albumin (HSA) with several polyamine analogues, such as 1,11-diamino-
4,8-diazaundecane (333), 3,7,11 ,15-tetrazaheptadecaneAHCl (BE-333), and 
3,7,11,15,19-pentazahenicosane'5HCl (BE-3333), in aqueous solution at physiological 
conditions using a constant protein concentration and various polyamine contents (/lM to 
mM). FTIR, UV-visible and CD spectroscopic methods were used to detennine the 
polyamine binding mode and the effects of polyamine complexation on protein stabil ity 
and secondary structure. Structural analysis showed that polyamines bind non-
specifically (H-bonding) via polypeptide polar groups with binding constants of K m = 
9.30 x 103 M- 1, K BE-333 = 5.63 x 102 M- 1 and KBE-3333 = 3.66 X 102 M-1. The prote in 
secondary structure showed major aIterations with a reduction of a-helix from 55% (free 
protein) to 43-50% and an increase of ~-sheet from 17% (free prote in) to 29-36% in the 
333-, BE-333- and BE-3333 complexes, indicating partial protein unfolding upon 
polyamine interaction. HSA structure was less perturbed by polyamine analogues 
compared to those of the biogenic polyamines. 
3.3 Introduction 
Polyamines are essential for cel! growth and differentiation.1 It has been shown 
that polyamine levels are increased in malignant tissues and this indicated that 
polyamine metabolic pathway is a target for antineoplastic therapy.2-S Structural 
polyamine analogues (Figure 3.1) can mimic the natural polyamines in their self-
regulatory role but are unable to substitute for biogenic polyamines in tenns of 
supporting cell growth and differentiation.6-8 The analogues have shown major antitumor 
activity in multiple experimental model systems inc1uding breast cancer.9-13 The growth 
of several breast cancer cel! lines is inhibited by synthetic polyamine analogues in 
vitro.S,14 New synthetic polyamines were also found to be effective against AIDS-
associated infection. ls Interactions ofbiogenic polyamine and polyamine analogues with 
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DNA and RNA are extensively investigated.16- 18 Complexation ofbiogenic polyamines, 
for example, spermine, spermidine and putrescine with human serum albumin has been 
studied, and the effect of polyamine-HSA complexation on protein secondary structure 
was recently reported. 19 
Human serum albumin (Figure 3.2)20 is a transport protein and the principal 
extracellular protein with a high concentration in blood plasma.21,22 HSA is a globular 
protein composed of three structurally similar domains (1, II and III), each containing 
two subdomains (A and B), and stabilized by 17 disulphide bridges.21-27 Aromatic and 
heterocyclic ligands were found to bind within two hydrophobie pockets in subdomains 
lIA and IIIA, namely, site l and site II.21-27 Seven binding sites are localized for fatty 
acids in subdomains IB, IlIA, IIIB and on the subdomain interfaces.2o HSA has also a 
high affinity metal binding site at the N-tenninus ,zl These multiple binding sites underlie 
the exception al ability of HSA to interact with many organic and inorganic molecules 
and make this protein an important regulator of intercellular fluxes as weIl as the 
pham1acokinetic behavior of many drugs.21-28 Therefore, it was of interest to study the 
interaction of polyamine analogues with HSA in aqueous solution and to examine the 
effects of polyamine complexation on protein stability and secondary structure. 
In this report we present FTIR, CD and UV -visible spectroscopie results on the 
interaction of HSA with synthetic polyamine analogues 333, BE-333 and BE-3333 in 
aqueous solution at physiological conditions using constant protein concentration and 
various drug contents. Structural information regarding the polyamine binding mode and 
the effects of polyamine-HSA complexation on the protein stability and secondary 
structure are provided. Furthennore, we compared polyamine analogue-HSA adducts 
with those of the corresponding biogenic polyamine-protein complexes. 
47 
3.4 Experimental procedures 
3.4.1 Materials 
Human serum albumin fraction V was purchased from Sigma Chemical 
Company and used as supplied. Polyamine analogues, 333 , BE-333, and BE-3333 were 
synthesized in the laboratory of Dr. Akira Shirahata (Josai University, Saitama, Japan) . 
Other chemicals were of reagent grade and used without further purification. 
3.4.2 Preparation of stock solutions 
Human serum albumin was dissolved in aqueous solution (40 mg/ml or 0.5 mM) 
containing Tris-HeI buffer (pH 7.2). The protein concentration was determined 
spectrophotometrically using the extinction coefficient of 36 500 M-1 cm-I at 280 1U11.29 
In this study, HSA did not have its fatty acids removed, thus being in a situation closer 
to that which occurs in vivo. Under normal physiological conditions, between 0.1 to 2 
fatty acid molecules are bound to albumin.21 ,25 The polyamine solutions (1 !lM to 2 mM) 
were prepared in distilled water. 
3.4.3 Absorption spectroscopy 
The absorption spectra were recorded on a Perkin Elmer Lambda 40 
Spectrophotometer. Quartz cuvettes of 1 cm were used. The absorption spectra were 
recorded for free HSA (12.5 !lM) and for its complexes with each polyamine analogue 
(1 )lM to 1 mM). To calculate the polyamine-protein binding constant, the data are 
treated according to the following equations: 
HSA + polyamine <=> HSA: polyamine 
K = [HSA: polyamine] / [HSA ] [polyamine] 
(1) 
(2) 
The values of the binding constants K were obtained from the protein absorption 
at 280 nm according to the methods published in the literature/O,31 where the bindings of 
various ligands to hemoglobin were described. For weak binding affinities the data were 
treated using linear reciprocal plots based on the following equation: 
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(3) 
where, Ao is the absorbance of prote in at 280 nm in the absence of ligand, Axo is the final 
absorbance of the ligated-protein, and A is the recorded absorbance at different ligand 
concentrations. The double reciprocal plot of lI(A-Ao) vs. l /C!igand is linear and the 
binding constant (K) can be estimated from the ratio of the intercept to the slope.30,3! 
3.4.4 CD spectroscopy 
Spectra ofHSA and its polyamine complexes were recorded with a Jasco J-720 
spectropolarimeter. For measurements in the far-UV region (178-260 IU11), a quartz ceIl 
with a path length of 0.01 cm was used in nitrogen atmosphere . HSA concentration was 
kept constant (12.5 IlM) while varying each polyamine analogue concentration (0 .25, 
0.5, and 1 mM). Five scans were accumulated at a scan speed of 50 nm per minute, with 
data being collected at every lU11 from 178 to 260 nm. Sample temperature was 
maintained at 25 oC using a Neslab RTE-Ill circulating water bath connected to the 
water-jacketed quartz cuvettes. Spectra were corrected for buffer signal, and conversion 
to the Mol CD (~c) was perfom1ed with the Jasco Standard Analysis software. The 
prote in secondary structure was ca1culated using predictions of the different assignments 
of secondary structures by comparison with different ranges of proteins from high 
quality X-ray diffraction data.32-33 The program CDSSTR used is provided in the CDPro 
software package, which is avai lable at http: //lamar.colostate.edu/~sreeramlCDPro . 
3.4.5 FTIR spectroscopie measurements 
Infrared spectra were recorded on a FTIR spectrometer (Impact 420 model), 
equipped with DTGS (deuterated triglycine sulfate) detector and KBr beam splitter using 
AgBr windows. Solution of polyamine was added dropwise to the protein solution with 
constant stirring to ensure the fonnation of homogeneous solution and to attain the 
desired polyamine concentrations of 0.125, 0.25, 0.5 , and 1 mM with a final prote in 
concentration of 0.25 mM (20 mg/ml). Spectra were collected after 2h incubation of 
HSA with polyamine solution at room temperature, using the hydrated films of samples 
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containing vanous concentrations of polyamine with the same protein content. 
Interferograms were accumulated over the spectral range 4000-600 cm-I with a nominal 
resolution of 4 cm-I and a minimum of 100 scans. The difference spectra [(prote in 
solution + polyamine solution) - (protein solution)] were generated using the 
polypeptide antisynunetric and symmetric C-H stretching bands/ 4 located at 2900-2800 
cm-l , as internaI standard. These bands, which are due to C-H stretching vibrations, do 
not undergo any spectral changes (shifting of intensity variation) upon complexation and 
therefore are commonly used as internaI standard. When producing difference spectra, 
these bands are adjusted to the baseline level in order to normalize difference spectra. 
Details regarding infrared spectral treatment are given in our recent publication. 19 
3.4.6 Analysis of protein secondary structure 
Analysis of the secondary structure of HSA and its polyamine analogue 
complexes was carried out on the basis of the procedure already reported.35 The prote in 
secondary structure is detennined from the shape of the amide 1 band, located at 1650-
1660 cm-I. Fourier self-deconvolution and second derivative resolution enhancement 
were applied to increase the spectral resolution in the region of 1700-1600 cm-I. The 
second derivatives were obtained using a point convolution Il or 13. The resolution 
enhancement resulting from self-deconvolution and the second derivative is such that the 
number and the position of the bands to be fitted are determined. In order to quantify the 
area of the different components of amide 1 contour, revealed by self-deconvolution and 
second derivative, a least-square iterative curve fitting was used to fit the Gaussian line 
shapes to the spectra between 1700-1600 cm- l . The details of spectral manipulation 
regarding curve-fitting are previously reported. 19,36,37 The curve-fitting analysis was 
performed using the GRAMS/AI Version 7.01 software of the Galactic Industries 
Corporation. 
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3.5 Results and discussion 
3.5.1 FT IR spectra of polyamine-HSA adducts 
Evidence regarding polyamine-HSA complexes cornes from infrared 
spectroscopic results. Since there was no major spectral shifting for the protein amide 1 
band at 1656 cm- I (mai ni y C=O stretch) and amide II band at 1543 cm- I (C-N stretching 
coupled with N-H bending modes)/ 4,35 upon polyamine interaction, the difference 
spectra [(protein solution + polyamine solution) - (protein solution)] were obtained in 
order to monitor the intensity variations of these vibrations and the results are shown in 
Figures 3.3 , 3.4 and 3.5. Similarly, the infrared self-deconvolution with second 
derivative resolution enhancement and curve-fitting procedures35 were used to detennine 
the prote in secondary structures in the presence of polyamine analogues (Figure 3.6 and 
Table 3.1). CD spectroscopy was also used to obtain additional infonnation on protein 
confom1ational changes, and the results are shown in Figure 3.7 and Table 3.2. 
At low polyamine concentration (250 J..lM), major intensity changes were 
observed for the protein amide 1 and amide II bands at 1656 and 1543 cm-l , respectively, 
in the difference spectra shown in Figures 3.3 , 3.4, and 3.5 (Diff.). The positive features 
at 1659 and 1540 cm- I (Figure 3.3, Diff. HSA-333), 1657, and 1543 cm-1 (Figure 3.4, 
Diff. HSA-BE-333), and 1658 and 1542 cm- I (Figure 3.5, Diff. HSA-BE-3333) in the 
difference spectra of polyamine-protein complexes are related to increase in intensity of 
the amide 1 and amide II bands at 1656 and 1543 cm-l, upon polyamine analogue 
interaction (Figures, 3.3, 3.4, and 3.5, Diff. 250 J..lM). The increase in intensity of the 
amide 1 and amide II bands is due to polyamine binding to protein c =o and C=N 
groups. As analogue concentration increased to 1 mM, strong negative features were 
observed at 1654 and at 1544 cm- I (HSA-333), at 1656 and 1545 cm- I (HSA-BE-333), 
and at 1652 and 1543 cm- I (HSA-BE-3333), upon polyarnine-protein interaction 
(Figures 3.3, 3.4, and 3.5, Diff. 1 mM). The observed decrease in intensities of the amide 
1 and amide II bands is due to the alteration of prote in confon11ation (reduction of Œ-
helix) at high polyamine concentration. 
51 
A quantitative analysis of the prote in secondary structure for the free HSA and its 
polyamine analogue adducts in hydrated films has been carried out, and the results are 
shown in Figure 3.6 and Table 3.1. The free prote in contained major a-helix 55% 
(1657 cm-!), B-sheet 17% (1616, 1625 and 1634 cm- I ), tum structure 14% (1677 cm-!), 
B-antiparallel 7% (1688 cm-!), and random coil 7% (1643 cm-!) (Figure 3.6 and Table 
3.1). The B-sheet structure is composed of three components at 1616 (inter B-strand), 
1625 (intra B-strand), and 1634 cm- I (hydrated) that are consistent with the spectroscopic 
studies of human serum albumin.38,39 At low polyamine analogue concentration, no 
major alterations of protein confom1ation were observed. Consistent with the decrease of 
intensity in the difference spectra mentioned above around 1654 and 1544 cm-! , at high 
drug content, the a -helix structure was reduced from 55% to 51 % (HSA-333), 50% 
(HSA-BE-333), and to 43% (HSA-BE-3333), while the B-sheet structure increased from 
17% to 30% (HSA-333), to 29% (HSA-BE-333), and to 36% (HSA-BE-3333), upon 
polyamine analogue interaction (Figure 3.6 and Table 3.1). The decrease in a-helix and 
increase in B-sheet structure are evidence for sorne degree of protein unfolding at high 
polyamine concentration (1 mM). 
3.5.2 CD spectra 
The CD spectroscopic results shown in Figure 3.7 and Table 3.2 exhibit marked 
similarities with those of infrared data. Major reduction of a -helix from 54% (free HSA) 
to 48% (HSA-BE-333), 49% (HSA-BE-3333), and to 49% (HSA-333) with increase in 
B-tum from 14% (free HSA) to 15-18% (complexes) and other components from 21 % 
(free HSA) to 23-26% (complexes) were observed (Figure 3.7 and Table 3.2). The CD 
data related to conformational changes are consistent with the infrared results that show 
a major reduction of a-helix and an increase of B-structure, upon polyamine-protein 
interaction (Figure 3.6 and Table 3.l). The conformational changes observed in CD and 
IR results are indicative of a partial protein unfolding upon polyamine analogue-HSA 
complexation. Tt sould be noted that there are sorne minor differences between IR versus 
CD results regarding protein conformation (Tables 3.1 and 3.2). The reason for the 
differences is the sample preparation because IR measurements were performed in 
hydrated films, whereas CD were conducted in aqueous solutions. Similarly, polyamines 
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to HSA concentration ratios were different in the two cases. Similar differences were 
also observed between IR and CD measurements for several proteins where sample 
preparations were different for IR and CD measurements.40 
3.5.3 Stability of polyamine analogue-HSA complexes 
The polyamine-HSA binding constants were detennined us mg UV-visible 
spectroscopic method (described in Experimental procedures) . The double reciprocal 
plot of l/(A - Ao) vs l/(polyamine concentration) is linear and the binding constant (K) 
can be estimated from the ratio of the intercept to the slope (Figure 3.8). Ao is the initial 
absorbance of the free HSA at 280 nm, and A is the recorded absorbance at different 
polyamine concentrations. One binding site was observed for each polyamine-protein 
complex, and the overall binding constants estimated were K 333 = 9.30 x 103 M-1, KB E-333 
= 5.63 X 102 M-1, and K BE-3333 = 3.66 X 102 M- 1 (Figure 3.8). The association constants 
calculated for the polyamine-HSA adducts show nonspecific analogue-protein 
interaction with respect to the other strong ligand-protein complexes with binding 
constants ranging from 106 M - 1 to 108 M -l .41-45 
3.5.4 Comparison Between Polyamine Analogue-HSA and Biogenic Polyamine-
HSA Interactions 
The polyamine-HSA binding generally occurred at protein surface via H-bonding 
interactions. However, in our previous article, 1 9 using UV-visible absorption 
spectroscopy, stronger affinity was observed for biogenic polyamine-HSA with binding 
constants of K spennine = 1.7 x 104 M-1, K spermidine = 5.4 X 103 M-J, and Kplltrescine = 3.9 X 103 
M-1 with respect to those of the polyamine analogue-HSA complexes K 333 = 9.30 X 103 
M- 1, K BE-333 = 5.63 X 102 M-1, and KBE-3333 = 3.66 X 102 M-1. The number of positive 
charges associated with biogenic polyamine contributed to the stability of the complexes 
formed in the order spem1ine > spennidine > putrescine, while it did not play a similar 
role for polyamine analogue-protein complexation with an order of 333 > BE-333 > BE-
3333. In general , different perhlrbations of protein secondary structure were observed 
for biogenic polyamine compared with polyamine analogues: (1) major reduction of u-
helix from 55% (free HSA) to 40% (spermine), 43% (spennidine), and 40% (putrescine) 
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(Table 3) than those of the polyamine analogues with reduced a-helix of 51 % (333), 
50% (BE-333), and 43% (BE-3333) (Table 3.1); (2) bigger increase of B-structure 
induced by polyamine analogues than by biogenic polyamines (Table 3.1 vs Table 3.3); 
and (3) disappearance of random coil with polyamine analogues, and it seems to be 
converted to B-sheet structure. The observed structural changes could be indicative of a 
larger protein unfolding induced by biogenic polyamines compared to that by polyamine 
analogues. 
In conclusion, as could be noticed from preceding results, the binding constants 
ofnatural polyamines (spermine, spermidine, and putrescine) remain in the millimolar to 
micromolar range, in spite of the decrease in the number of positive charges. However, 
binding constants decrease more drastically when the spacing of positive charges (as in 
333) and end groups (as in BE-333) change, compared to the value of spemline. 
The confomlational changes induced by 1 mM spermme, spermidine, and 
putrescine seem to be in the comparable range. This is reminiscent of the well-known 
ability of polyamines to compensate for each other when one of them is in short supply, 
wh en an inhibitor is used to selectively decrease one of the natural polyamines. 
However, the polyamine analogues, 333 and BE-333 have lost the ability to influence 
confonnation as compared to spennine at 1 mM concentration. In addition, BE-3333 
was as effective as spennine, probably because part of the interaction sites lost by the 
occupation of end groups is compensated by the presence of additional positive charge 
as a pentamine. Interestingly, this effect was not reflected in the binding constant, which 
remained low compared to that of spermine, suggesting that even with low affinity 
interactions, there could be significant conformation al changes. HSA-polyamine-
polyamine analogue interactions thus pro vide a model for leaming about the influence of 
polyamines on prote in structure and conformation. 
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3.8 Figure captions 
Figure 3.1 Polyamine Analogues 
Figure 3.2 Chemical structure ofhuman serum albumin 
Figure 3.3 FTIR spectra in tbe region of 1800-600 cm -1 of hydrated films (pH 7.2) 
for free HSA (0.25 mM) and 333-HSA adducts (top three curves) and difference spectra 
(Diff.) of polyamine-HSA complexes (bottom two curves) obtained at different 
polyamine concentrations (indicated on the figure). 
Figure 3.4 FTIR spectra in the region of 1800-600 cm -lof hydrated films (pH 7.2) 
for free HSA (0.25 mM) and BE-333-HSA adducts (top three curves) and difference 
spectra (Diff.) of polyamine-HSA complexes (bottom two curves) obtained at different 
polyamine concentrations (indicated on figure). 
Figure 3.5 FTIR spectra in the region of 1800-600 cm - lof hydrated films (pH 7.2) 
for free HSA (0.25 mM) and BE-3333-HSA adducts (top three curves) and difference 
spectra (Diff.) of polyarnine-HSA complexes (bottom two curves) obtained at different 
polyamine concentrations (indicated on figure). 
Figure 3.6 Second derivative resolution enhancement and curve-fitted amide 1 region 
(1700-1612 cm-1) for free HSA and its polyamine adducts in aqueous solution with 
1 mM polyamine and 1.5 mM prote in concentrations. 
Figure 3.7 Circular dichroism of the free HSA and its polyamine analogue 
complexes in aqueous solution with protein concentration of 12.5 !lM and polyamine 
concentrations of 0.25, 0.5 , and 1 mM. 
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Figure 3.8 Plot of l /(A-AO) vs (1/L) and the binding constant K for polyamine-HSA 
complexes, where AO is the initial absorbance of HSA (280 nm), and A is the recorded 
absorbance at different polyamine concentrations (L). 
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Table 3.1 Secondary structure analysis (Infrared) for the free HSA and its 
polyamine analogue complexes in H20 at pH 7.2a 
amide 1 
components 
Free HSA (%) HSA-333 (%) HSA-BE333 (%) HSA-BE3333 (%) 
(cm- I ) 
0.25 mM 1 mM 1mM 1mM 
1692-1680 7±1 4±] 6±] 3 ± 1 
,B-anti 
1680-] 660 14 ± 1 15 ± 2 15 ± 2 18 ± 1 
turn 
1660-1650 55 ± 1 51 ± 1 50 ± 1 43± 1 
o:-helix 
1648-1641 7 ± 1 - - -
random coil 
1640-1610 17 ± l 30 ± 1 29 ± 1 36 ± 1 
,B-sheet 
aThe mean deviation was ± 1.0% to ± 2.0% for the free protein and its polyamine 
complexes. 
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Table 3.2 Secondary stmcture of HSA complexes with polyamine analogues 
calculated by CDSSTR software (CD spectra)a 
polyamine 
a-helix ~-strand ~-turn others 
concentration 
(mM) 
(± 3%) (± 2 %) (± 2 %) (± 2 %) 
(Free HSA) 54 Il 14 21 
333-HSA 
48 12 16 24 
(1 mM) 
BE-333-HSA 
49 10 18 23 
(1 mM) 
BE-3333-HSA 
49 JO 15 26 
(1 mM) 
a HSA concentration in free and in complexes was 12.5 !lM. 
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Table 3.3 Secondary structure analysis (infrared) for the free HSA and its biogenic 
polyamine complexes in H20 at pH 7.2a 
amide l HSA- HSA- HSA-
components 
spermine (%) spermidine (%) putrescine (%) 
(cm-I ) 
Free HSA (%) 1 mM 1mM ImM 
1692-1 680 7 ± 2 10 ± 1 3 ± 1 5 ± 1 
,B-anti 
1680-1 660 14 ± l 20 ± 2 23 ± 2 22 ± 1 
tum 
1660-1 650 55 ± 1 40 ± 1 43 ± 1 40 ± 1 
a -helix 
1648-1641 7 ± 1 7 ± 1 7 ± 1 -
random coil 
1640-1610 17 ± 1 23 ± 1 24± 1 33 ± 1 
,B-sheet 
aThe mean deviation was ± 1.0% to ± 2.0% for the free protein and its polyamine 
complexes. 19 
62 
Figure 3.1 
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Figure 3.6 
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Figure 3.8 
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CHAPITRE IV 
INTERACTION OF POLYAMINES WITH PROTEINS OF PHOTOSYSTEM II : 
CA TION BINDING AND PHOTOSYNTHETIC OXYGEN EVOLUTION 
Le contenu de ce chapitre a fait l' objet d'une publication en 2007 dans le journal Journal 
of mo/ecu/al' structure : Beauchemin, R. , Harnois, J. , Rouillon, R. , Tajmir-Riahi , H.A. , 
Carpentier, R. , Interaction of polyamines with proteins of photosystem II : cation 
binding and photosynthetic oxygen evolution, vol. 833 : 169-174 
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4.1 Résumé 
Les polyamines sont des cations organiques ayant diverses fonctions dans les 
processus physiologiques liés de près à la prolifération cellulaire et à la croissance. Les 
polyamines affectent également l'activité photo synthétique de dégagement d'oxygène et 
par conséquent, cette étude est désignée pour détem1iner la nature de l'interaction des 
molécules cationiques de 1,3-diaminopropane, 1,4-diaminobutane (putrescine), et 1,5-
diaminopentane (cadaverine) avec des protéines du PSU en utilisant des fractions 
membranaires enrichies de PSU avec des concentrations de diamine entre 0,01 et 
20 mM. L'analyse par FTIR de spectres de différence par déconvolution et par 
résolution de la dérivée seconde, aussi bien que par procédure de lissage, a été utilisée 
pour déterminer le mode de liaison des diamines, le changement de confonnation des 
protéines et les propriétés structurelles des complexes diamine-protéine. Les résultats 
spectroscopiques démontrent que les diamines interagissent avec les protéines (via pont 
H) au niveau des groupes de polypeptides C=O sans perturber de façon majeure la 
structure secondaire des protéines. À faible concentration de diamine (0,01 mM), aucune 
inhibition de l'activité du dégagement d 'oxygène ne survient, alors qu'à forte 
concentration de diamine (5-lOmM), 100% d'inhibition est observée. Les mesures 
d'induction de fluorescence dans les fractions membranaires de PSU démontrent que 
cette inhibition affecte principalement le complexe de dégagement d'oxygène du PSII . 
L'accroissement de la charge positive démontre des modifications majeures dans la 
structure secondaire des protéines du PSU lorsque l'on compare les effets des 
polyamines diaminopropane, putrescine et cadaverine, des cations organiques divalents, 
avec ceux des cations métalliques divalents, et ceux des polyamines spennine et 
spennidine, des cations organiques plurivalents. 
Interaction of polyamines with proteins of photosystem II: cation binding and 
photosynthetic oxygen evolution 
R. Beauchemina, J. Harnoisa, R. Rouillonb, H. A. Tajmir-Riahia 
and R. Carpentiera 
aGroupe de Recherche en Biologie Végétale, Université du Québec à Trois-Rivières, 
c.P. 500, Trois-Rivières, Qué. G9A 5R7, Canada 
bCentre de Phytopharrnacie, Université de Perpignan, 52 Av. de Villeneuve 66860, 
Perpigan, France 
*Corresponding author: E-mail: Robert.Carpenteir@uqtr.ca Fax: (1) 819-376-5057. 
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Abbreviations: ChI, chlorophyll; DCBQ, 2,5-dich1orobenzoquinone; FTIR, Fourier 
transforrn infrared; OEC, oxygen evolving complex; PMSF, Phenylmethyl-
sulfonyltluoride; PSII, photosystem II. 
Key Words : polyamines; photosystem II; oxygen-evolution; protein secondary 
structure; FTIR spectroscopy. 
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4.2 Abstract 
Polyamines are organic cations that function in diverse physiological processes 
that share as a common thread a close relationship to cell proliferation and growth. 
Polyamines also affect photosynthetic oxygen evolution and therefore, this study was 
designed to investigate the interaction of 1,3-diaminopropane, 1,4-diaminobutane 
(putrescine) and 1,5-diaminopentane (cadaverine) cations with proteins of photosystem 
II (PSU) using PSU-enriched submembrane fractions with diamine concentrations of 
0.01 to 20 mM. Fourier transfom1 infrared (FTIR) difference spectroscopy with its self-
deconvolution and second derivative resolution enhancement as well as curve-fitting 
procedures were applied in order to determine the diamine binding mode, the protein 
confonnational changes, and the structural properties of diamine-protein complexes. 
Spectroscopic evidence showed that diamines interact with proteins (H-bonding) 
through the polypeptides C=O groups with no major perturbations of the prote in 
secondary structure. At very low diamine concentration (0.01 mM), no inhibition of the 
oxygen-evolution occurs, while at higher diamine content (5-10 mM), 100% inhibition 
was observed. Cholophyll fluorescence measurements demonstrated that the inhibition 
mainly affect the oxygen evolving complex of PSII. Comparisons of the effects of these 
dipositive organic cations with divalent metal cations on one hand and with polyvalent 
spem1ine and spermidine on the other hand, show major alterations of the prote in 
secondary structure as positive charge increases. 
4.3 Introduction 
Polyamines are organic cations produced by the decarboxylation of basic amino 
acids [1]. Putrescine (Put), spermine (Spm), and spermidine (Spd) are widely distributed 
in bacteria, plants, and animaIs [2-4]. They occur in three different forms: (i) in the free 
form as cations, (ii) conjugated with small molecules such as phenolic acids, and (iii) 
bound to various macromolecules such as nucleic acids, phospholipids, and proteins. 
Polyamines function in diverse physiological processes that share as a common thread a 
close relationship to cell proliferation and growth. Their mechanism of action is based 
on their chemical properties as polycations and is possibly connected to their chemical 
and physical interactions with macromolecules [2]. The binding of polyamines to 
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biological molecules is considered to take part in regulation of basic processes in plants 
such as cell division, morphogenesis, stability, as weIl as responses to environmental and 
stress conditions [4]. Although some of their effects are similar to those of the inorganic 
cations Mg2+ and Ca2+, polyamines can not be substituted by inorganic cations [5]. 
In recent years, several studies have been concentrated on the proposed positive 
effects of polyamines during photodevelopment, senescence, and various stress 
conditions [5-12]. While these investigations were concerned with the influence of 
polyamines on the structural organization and functional activity of thylakoid 
membranes in general, little attention has been focused on the exact cation binding mode 
and on the effects of polyamine interaction on the structural point of view. We have 
reported the interaction of spermine and spermidine with proteins of photosystem II 
(PSII) submembrane fractions in which the polyamines induced major protein secondary 
structural changes and inhibited photosynthetic oxygen evolution [13]. Similarly, the 
complexation of divalent Hg(II), Cd(II) and Pb(II) cations with pro teins of PSII also 
resulted into major protein conformational changes [14]. 
Here, we report the FTIR study of the interaction of 1,3-diaminopropane, 1,4-
diaminobutane (putrescine), and 1,5-diaminopentane (cadaverine) cations with proteins 
of PSII submembrane fractions using diamine concentrations of 0.01 to 20 mM. The 
structure of the three diamines is presented in Fig. 4.1. The influence of the length of the 
carbon chain located between the end amino groups on the binding properties of the 
diamines was evaluated. Spectroscopic evidence regarding the diamine binding mode 
and the effects of cationic complexation on the prote in secondary structure are provided. 
Furthermore, comparisons between the effects of polyamines and divalent metal ions on 
the protein secondary structure are made and the correlation with the effects of 
polycations on the photosynthetic activity of PSII is discussed. 
4.4 Materials and methods 
Isolation of PSII-enriched submembrane fractions from spinach leaves was 
carried out by a standard method with minor modifications [15]. Fresh leaves were 
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homogenized in a medium containing 50 mM Tricine-NaOH (pH 7.6), 10 mM NaCI, 5 
mM MgCI2, 0.4 M sorbitol, 6 mM ascorbate, and 1 mM PMSF (phenylmethyl-
sulfonylfluoride). The homogenate was filtered through 12 layers of cheesecloth and the 
filtrate was centrifuged for 5 min at 2000g. The pellet was suspended in the same buffer 
but without sorbitol and PMSF and then centrifuged under the same conditions. The 
resulting pellet was suspended in a buffer containing 20 mM Mes-NaOH (pH 6.5), 1.5 
mM NaCl, 10 mM MgCI2, and 4% Triton X-l 00 with a chlorophyll (ChI) concentration 
of 1 mg/ml. After incubation for 20 min in the dark at ice-cold tempe rature with 
constant stirring, the mixture was centrifuged for 10 min at 3600g. The PSI! 
submembrane fractions were collected from the supematant by centrifugation for 30 min 
at 3600g and suspended in the same buffer (without Triton X -100) at a ChI 
concentration of 2 mg/ml. The ChI content was determined as reported [16]. 
Diamines were obtained from Sigma Chemical Co. and used as supplied. 
Diamine-PSI! complexes were prepared by the addition of an appropriate amount of 
diamine solution to PSU submembrane fractions to obtain the desired concentrations of 
0.01,0.1 , 1, 5, 10 and 20 mM diamine. 100 fll ofeach diamine-PSI! complex solution 
was then transferred onto an AgBr window and air dried at room temperature un der 
green light to form a unifonn (hydrated) film. 
The rate of oxygen evolution in the PSU submembrane fractions was measured at 
22 oC, using a Clark-type electrode [17]. Continuous saturating white light was 
employed to illuminate the samples. The medium contained 20 mM MES-NaOH, 0.35 
mM DCBQ (2,5-dichlorobenzoquinone) as PSU electron acceptor, 15 flg Chllml and the 
mentioned additives. In the absence of additive, the oxygen evolution rate (100%) was 
between 600 and 700 flmol 02/mg ChI # h. 
Fluorescence induction (FI) measurements were performed at room temperature 
using Plant Efficiency Analyser (Hansatech, King' Lynn, Norfolk, UK). The assay 
medium contained 400 mM sucrose, 20 mM MES-NaOH (PH 6.3), 15 mM NaCI, 10 
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mM MgCh, 25 /lg ChI mr' and the specified concentrations of diamine. Dark-adapted 
samples were excited with saturating red actinic light (655 nm and intensity of 3000 
/lmol m-2s-') provided by light emitting diodes. As the fluorescence signal during the 
first 40 Ils is ascribed for artifacts due to delay in response time of the instrument, these 
data were not inc\uded in analyses of FI traces. The signal at 40 Ils is taken as Fa, the 
initial fluorescence. Variable fluorescence, Fv (the difference between Fa and the 
maximal fluorescence, Fm in dark adapted samples), was used to calculate the FvlFm and 
FvlFo ratios. 
The infrared spectra were recorded on a Perkin-Elmer spectrum 2000 Fourier 
transform infrared spectrometer equipped with an HgCdTe detector and a KBr beam 
splitter. The spectra were taken with a resolution of 2 cm- l . The difference spectra 
[(PSII + diamine) - (PSII)] were generated, using the sharp band of Triton at 1285 cm-1 
as external references [18]. This vibration exhibited no spectral changes (shifting or 
intensity variations) on diamine complex formation and is cancelled, upon spectral 
subtraction. The accuracy of this method of subtraction was tested by using several 
control samples of the same PSTI and diamine concentr~tions, which resulted in a similar 
flat baseline formation. A similar absorption scale was used for the spectra of free PSU 
and their diamine complexes, as well as for the difference spectra produced here. This 
allowed us to ob tain a meaningful spectral subtraction. The typical IR absorption form 
free diamine peaking at 1597 cm- 1 was also substracted when necessary. Such generated 
spectral differences were used in order to analyze the nature of diamine-protein 
interaction, in regard to different binding modes (such as protein C=O and C-N) as weil 
as diamine-lipid and diamine-tyrosine complexation. The detail spectral manipulations 
and data treatments were given in our previous publications [13,14]. The spectra 
presented here were not smoothed. 
The secondary structure of PSII pro teins was determined from the shape of the 
amide l band at 1657 cm -1 [19-25]. Fourier self-deconvolution and second derivative 
resolution enhancement and curve-fitting procedures were applied to detern1ine 
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quantitatively the protein confornlation in both the uncomplexed PSI! and their diamine 
complexes. The detailed spectral treatments and calculations of prote in secondary 
structure were reported previously [22] and will not be described here . The spectral 
manipulations were performed with Spectra Calc pro gram (Galactic Industries Co. , 
Salem, NH). 
4.5 Results and discussion 
The infrared spectrum of uncomplexed (untreated) PSU submembrane fractions 
shows a strong and broad band at 3298 cm-l, which is assigned to the polypeptide amide 
A (N-H stretching vibrations) [26]. The symmetric and antisymmetric C-H stretchings 
[26] of the peptide groups are observed as three sharp absorption bands at 2955, 2926 
and 2870 cnr l , in the spectrum of PSU submembrane fractions (spectrum not shown). 
The prote in amide 1 band (polypeptides C=O stretchings [26]) is observed as a strong 
band at 1655 cm-l, while a band with medium intensity at 1547 cm- 1 is attributed to the 
amide U (C-N stretching and N-H bending modes) vibrations (Fig. 4.2). A weak 
absorption frequency at 1515 cm- 1 is assigned to the tyrosine amino acid side-chain 
vibrations [27-29]. Lipid ester carbonyl stretching vibrations [30] are also observed as a 
band with medium intensity at 1735 cm-1 (Fig. 4.2). 
Diamine-PSII interaction resulted in no major shifting of amide l, amide II, 
tyrosine, and lipid vibrational modes (1740-1500 cm-1). Hence, the difference spectra 
[(PSII + diamine) - (PSII)] were produced in order to measure the intensity variations of 
these vibrational frequencies in the presence of diamine cations. 
At low concentration of 1,3-diaminopropane, putrescine and cadaverine (0.01 
mM), a weak positi ve feature was observed at 1650-1661 cm-l, in the difference spectra 
[(PSI! + diamine) - (PSU)], which is attributed to an increase in the intensity of the 
amide 1 band at 1655 cm-1 as a result of cation-protein interaction (H-bonding) through 
polypeptides C=O groups (Fig. 4.2, 0.01 mM). As diamine concentration increased, the 
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positive feature around 1650 cm-1 in the difference spectra gained intensity and a 
component at 1629 cm- I also increased. Further, a new positive peak emerged at about 
1568-1563 cnr 1 (Fig. 4.2, 20 mM). The increase in the intensity of the amide l band is 
due to a major diamine interaction with the polypeptides C=O groups at high diamine 
concentration, while the presence of a positive feature at 1568-1563 cm-1 is related to 
modification of the amide U band (Fig. 4.2, 20 mM). 
A quantitative secondary structure analysis of the uncomplexed proteins of PSU 
and its diamine complexes with various diamine concentrations is presented in Table 
4.1. The untreated PSU proteins showed a-helix 51 % (1655-1658 cm-1), p-sheet 16% 
(1626 and 1690 cm-1), tum 14% (1670 cm- l), and random 19% (1640 cm- l ) (Table 
4.1). No major protein secondary structural changes occurred upon diamine-PSU 
complex formation (Table 4.1). A minor reduction of the tum structure (14 -12%) in 
favor of p-sheet (10-14.50 %) is due to an increase of the protein ordered structure in the 
PSU submembrane fractions as the result of a minor structural stabilization in the 
presence of l ,3-diaminopropane, putrescine, or cadaverine (Table 4.1). This increase in 
p-sheet structures is observable as an increased IR absorbance at 1629 cm-1 in the 
difference spectrum measured in the presence of 20 mM diamines (Fig. 4.2). It is 
important to note that major secondary structural changes were reported upon spennine 
and spemlidine cations complexation with proteins of PSU [13]. The major 
confonnational changes were associated with the a-helix component (47% in the apo 
protein to 35-37% in polyamine-protein complexes) in favor of p-sheet structures (11 % 
in the apo protein to 20-21% in polycation-protein complexes) [13]. The observed 
structural differences are related to the greater positive charges associated with spenrune 
and spennidine cations with respect to the diamines used in this investigation. The 
greater positive charges result in stronger electrostatic cation-protein interaction, which 
induce larger perturbations of the protein secondary structure. However, the interaction 
of divalent cations such as Hg(II), Cd(II), and Pb(U) with proteins of PSII also induced 
major secondary structural alterations such as a decline of the a-helix structural 
component by 10-20% and an increase in p-sheet structures by 5-10% [14]. The larger 
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alterations of the protein secondary structure induced by divalent metal ions are due to 
the bigger charge/size distributions on metal cations (small ionic radius) with respect to 
1 ,3-diaminopropane, putrescine, and cadaverine (large chains) in these dipositive cation-
protein complexes. 
At low diamine concentration (0.01 to 0.1 mM), there is no major effect of 
cation-protein complexation on the rate of oxygen evolution, whereas at higher diamine 
content (1 to 20 mM), major inhibition occurs with an optimal effect (100%) between 
7.5 and 10 mM (Fig. 4.3 and Table 4.1). This is indicative of some degree of protein 
structural stabilization by diamines at low concentration, while major structural 
perturbations occur at high concentration. There was no significant difference between 
the actions of the three studied diamines irrespective of their different carbon chain 
length (Fig. 4.1). It is important to note that major inhibition of oxygen evolution was 
reported (55 to 74%) in the presence of spennine and spemlidine even at low polyamine 
concentrations (0.1 to 1 mM) [13]. The major inhibition of the oxygen evolution induced 
by spennine and spennidine is related to greater positive charges, 3+ (spennidine) and 
4+ (spennine), with respect to 2+ charges of the diamines used in the present 
investigation. These observations are also consistent with the larger induction kinetics of 
delayed fluorescence ofthylakoid membranes observed for polyamines as cation charges 
increase with a similar cation concentration [7]. This can be attributed to the greater 
positive charge distribution on the spennine and spennidine cations with respect to 1,3-
diaminopropane, putrescine, and cadaverine. The greater positive charge induces 
stronger electrostatic interaction with protein donor groups that results in local 
perturbations of protein structure. 
The spectroscopic data presented here show that 1 ,3-diaminopropane, putrescine, 
and cadaverine bind proteins of PSII through nonspecific (H-binding) interaction via 
polypeptides C=Q groups. This is in contrast with the covalent binding of putrescine and 
spennidine to thylakoid membrane proteins reported in isolated chloroplasts of 
Helianthus tuberosus where the enzyme transglutaminase is presumably involved [32]. 
The apo proteins of the PSII light-harvesting complex were proposed as substrates for 
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transglutaminase [33]. The non specific ionic interaction found here indicates that 
transglutaminase was either absent from the PSU preparation or it was inactive in the 
experimental conditions used. 
The polypeptides Dl and D2 of the reaction center of PSU were shown to be 
stabilized against osmotic stress in oat leaves supplemented with polyamines [34] and 
similar results were obtained for the light-harvesting chlorophyll-binding proteins of 
PSU in barley leaves disks [12]. In contrast, major inhibition of oxygen evolution was 
observed in isoIated PSU submembrane fractions. The interaction of diamines with PSU 
submembrane fractions did not induce significant protein confom1ational changes, but it 
was sufficient to strongly inhibit oxygen evolution. It is likely that the proteins affected 
by these polycations are either extrinsic polypeptides or portions of integral polypeptides 
protruding at the surface of the PSU membranes where they are accessible to polyamines 
interaction. 
To further characterize the inhibitory effect, we have analyzed the ChI 
fluorescence properties of the photosystem II submembrane fractions. The results are 
shown in Fig. 4.4 for 1,3-diaminopropane, very similar data were obtained for the two 
other diamines (not shown). The initial fluorescence Fo, observed with the reaction 
centers in open state, was not significantly influenced by the diamines. However, Fm, 
observed with the reaction centers in c10sed state, was greatly diminished in the similar 
concentration range as oxygen evolution. Thus, the maximal PSU photochemical 
quantum yield, FvlFm, where Fv = Fm - Fo, was also decreased. Calculation of FvlFo, a 
parameter that simultaneausly takes inta account the variations in Fm and Fo [35] , 
provided similar traces as Fig. 4.4B (not shown). To gain more information on the Chi 
fluorescence induction properties of diamine-treated PSU, we analyzed the O-J-T-P 
induction traces. These traces illustrate the progressive reduction of the quinones located 
at the acceptor side of PSU with three main phases corresponding to O-J, J-I, and I-P 
[36,37]. In PSU submembrane fractions the J-I phase is very weak and only the two 
other phases are seen [38]. Such traces are shown in Fig. 4.4C. A typical transient was 
observed for the control experiment showing two weIl defined steps (Fig. 4.4C, trace 1). 
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As expected from the decreased FvlFm (Fig. 4.4B), ChI fluorescence intensity 
decreased as 1,3-diaminopropane concentration was raised and at 6 mM the induction 
was limited to a weakened O-J phase, further fluorescence rise being strongly inhibited. 
The decline in FvlFm together with the decreased amplitudes of the O-J and I-P phases of 
the induction indicates that in the presence of 1,3-diaminopropane, the OEC failed to 
provide electrons for PS II to reduce adequately the quinone acceptors of the 
photo system thus decreasing the maximal fluorescence yield. More precisely, the first 
phase (0-1) was followed by a dip and then only a weak rise was observed for the 
remaining of the induction (Fig. 4.4C, trace 2) . Traces similar to Fig. 4.4 (trace 2) were 
previously observed in PSII submembrane fractions and were shown to be indicative of 
a dismantled OEC [37]. This Interpretation for diamine-treated PS II is supported by the 
action of the artificial electron donor diphenylcarbazide that reversed the inhibitory 
effect of diamines on ChI fluorescence (Fig. 4.4C, trace 3). This electron donor was able 
to provide electrons to PSII, though at a slower rate compared to a native OEC, with the 
resulting reduction of quinones. Diphenylcarbazide can donate electrons only when the 
extrinsic polypeptides associated with the OEC and the functional M14Ca cluster 
responsible for water splitting are lost from the luminal side ofPSII [39]. 
In conclusion, diamines were shown to interact with the polypeptides of PSII, 
ligatillg with C=O groups. Interaction with the extrinsic polypeptides associated with the 
OEC and with the M14Ca cluster and/or surrounding amino acids was responsible for the 
strong inhibition of PSII activity. It is likely that the destabilisation of the OEC lead to 
strong inhibition of oxygen evolution with the resulting impairment of quinone reduction 
on the acceptor side of PSII. The inhibition was similar for the three polyamines used 
showing that the variation in the length of the carbon chain (from 3 to 5 carbon atoms) 
located between the end amino groups did not influence the ionic interaction with the 
membrane polypeptides. 
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4.8 Figure captions 
Fig.4.1 Structure of the diamines (1 ,3-diaminopropane, putrescine, and cadaverine) 
Fig. 4.2 FTIR spectra (top curve) and difference spectra [(PSU + diamine) - (PSII)] 
(bottom six curves) of uncomplexed PSII and its 1,3 -diaminopropane, putrescine, and 
cadaverine complexes in the region of 1800-1500 cm-1 with two diamine 
concentrations. The FTIR spectrum of diamnopropane alone is aiso given for 
comparison, cadaverine and putrescine have similar spectral properties consistent with a 
major IR absorption around 1600 cm- 1 also found for propylamine and tert-butylamine 
[31 ]. 
Fig. 4.3 The inhibitory effects of cadaverine (trace 1), 1,3-diaminopropane (trace 2), 
and putrescine (trace 3), on the rate of photosynthetic oxygen evolution in PSU 
submembrane fractions. 
Fig. 4.4 Effect of increasing diaminopropane concentration 111 PS II submembrane 
fractions on the ChI fluorescence parameters (A) Fm, Fo and (B) FvlFm, and (C) ChI a 
fluorescence induction: trace 1, control; trace 2, 6 mM 1,3-diaminopropane; trace 3, 6 
mM diaminopropane together with 1 mM diphenylcarbazide. 
85 
Table 4.1 Secondary structure determination of PSII proteins in the presence of 
diamines (cadaverine, 1,3-diaminopropane, putrescine), and inhibition of oxygen 
evolution in PSII at various diamine concentrations 
Amide l (cm- I ) Confonnation % of conformation 
cadaverine (mM} 
0 0.1 1 5 10 20 
1655-1658 a-helix 51 50 50 49 49 49 
1626-1640 p-sheet Il Il 12 13 14 15 
1641-1648 random 19 19 19 19 19 19 
1670-1678 tum 14 15 14 14 13 12 
1685-1691 p-antiparallel 5 5 5 5 5 5 
% of inhibition - 1 22 72 94 100 
Amide l (cm- I ) Conformation % of conformation 
1 ,3-diaminoQro12ane (mM} 
0 0.1 1 5 10 20 
1655-1658 a-helix 51 50 50 50 50 50 
1626-1640 p-sheet Il 10 1 1 12 12 13 
1641-1 648 random 19 21 20 20 19 19 
1670-1678 turn 14 14 14 13 13 13 
1685-1691 p-antiparallel 5 5 5 5 6 5 
% of inhibition - 0 32 74 100 100 
Amide l (cm- I ) Confornlation % of confonnation 
Qutrescine (mM} 
0 0.1 1 5 10 20 
1655-1658 a-helix 51 51 51 50 49 49 
1626-1640 p-sheet 11 10 10 12 14 15 
1641-1648 random 19 20 20 19 19 19 
1670-1678 tum 14 14 14 14 12 12 
1685-1691 p-antiparallel 5 5 5 5 6 5 
% of inhibition - 1 17 100 100 100 
Figure 4.1 
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CHAPITRE V 
SPERMINE AND SPERMIDINE INIDBITION OF PHOTOSYSTEM II : 
DISASSEMBL y OF THE OXYGEN EVOLVING COMPLEX AND 
CONSEQUENT PERTURBATION IN ELECTRON DONATION 
FROM TYRz TO P680+ AND THE QUINONE ACCEPTORS QA- TO QB 
Le contenu de ce chapitre a fait l'objet d'une publication en 2007 dans le joumal 
Biochimica et Biophysica Acta: Rémy Beauchemin, Alain Gauthier, Johanne Harnois, 
Steve Boisvert, Sridharan Govindachary, Robert Carpentier, Spermine and spermidine 
inhibition of photosystem II : cation disassembly of the oxygen evolving complex and 
consequent perturbation in electron donation, vol. 1767 : 905-912 
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5.1 Résumé 
Les polyamines sont impliquées dans la croissance des plantes et dans la réponse de 
la plante aux stress. Toutefois, les polyamines spermine et spermidine ont démontré un effet 
d'inhibition marqué sur des fractions membranaires de PSU. Le mécanisme d ' action de 
cette inhibition est donc étudié en détail. L'inhibition du transport d'électrons dans les 
fractions membranaires purifiées de PSU traitées avec des concentrations de spennine et de 
spem1idine dans l'ordre du millimolaire conduit à un déclin de la réduction du pool de 
plastoquinones, lequel effet est renversé avec le donneur d'électrons artificiel nommé 
diphénylcarbazide. L'inhibition observée provient de la perte des polypeptides extrinsèques 
associés au complexe de dégagement d'oxygène. Les mesures de thermoluminescence 
révèlent que les recombinaisons de charges entre les quinones accepteurs du PSU, QA et QB, 
et l'état S2 du complexe de manganèse sont abolies. L'affaiblissement à la noirceur du 
signal de fluorescence de la chlorophylle après un simple flash actinique blanc est 
grandement retardé indiquant un taux plus faible au niveau de la réoxydation de QA-. 
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5.2 Abstract 
Polyamines are implicated in plant growth and stress response. However, the 
polyamines spem1ine and spermidine were shown to elicit strong inhibitory effects in 
photosystem U (PSU) submembrane fractions. We have studied the mechanism of this 
inhibitory action in detail. The inhibition of electron transport in PSU submembrane 
fractions treated with millimolar concentrations of spermine or spermidine led to the 
dec1ine of plastoquinone reduction, which was reversed by the artificial electron donor 
diphenylcarbazide. The above inhibition was due to the loss of the extrinsic polypeptides 
associated with the oxygen evolving complex. Thermoluminescence measurements 
revealed that charge recombination between the quinone acceptors of PSII, QA and Qg, 
and the S2 state of the Mn-c1uster was abolished. AIso, the dark decay of chlorophyll 
fluorescence after a single turn-over white flash was greatly retarded indicating a slower 
rate of QA- reoxidation. 
5.3 Introduction 
Polyamines are orgamc cations widely distributed in bacteria, plants, and 
animais. They are considered to take part in the regulation of basic processes in plants 
such as cell division, morphogenesis, stability, as weIl as responses to environmental and 
other stress conditions [1]. Polyamines such as putrescine, spermine, and spermidine 
were shown to be of importance for chloroplast development [2]. They play a major role 
in protecting thylakoid membrane integrity during senescence and various 
environmental stress conditions such as chilling, osmotic, UV-B, and photoinhibitory 
stress [3-7]. Hence, the amount and/or ratio of various polyamines may strongly vary 
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during stress adaptation. For example, an increase of up to 300-900 % in spermine and 
spermidine levels was observed in tobacco plants exposed to UV-B irradiation [8]. AIso, 
it was shown that over expression of spermidine synthase in Arabidopsis mutants 
improves tolerance to several stress conditions [9]. 
Treatment of intact leaves or isolated photosynthetic membranes with exogenous 
polyamines is usually beneficial for membrane integrity. For example, spermine could 
prevent lipid peroxidation of thylakoid membranes thus retaining their structural 
integrity [10]. The release of the manganese stabilizing protein (33 kDa, extrinsic 
polypeptide) of PSU, plastocyanin, and cytochrome jfrom thylakoid membranes caused 
by treatments with palmitoleic acid seems to be prevented by spermidine [Il]. 
Polyamines are protonated at physiological pH and thus contain charged amino 
groups [12]. Due to their delocalized positive charges, they can form electrostatic links 
with protein, phospholipids, and nucleic acids [13]. In chloroplasts, polyamines also 
bind covalently to proteins through an enzymatic process that involves a plastidic 
transglutaminase [14,15]. The chloroplastic transglutaminase is calcium- and light-
dependent being almost non functional in the dark [5,14]. Apoproteins of the light-
harvesting chlorophyll alb complexes of PSU were proposed as substrates for the 
transglutaminase reaction [16]. Spennine is the most efficiently conjugated polyamine to 
bind to isolated light harvesting complex proteins of psn [14]. Native thylakoid 
membranes were also found to contain various concentrations of the three main 
polyamines, putrescine, spermine, and spennidine. Putrescine enrichment was observed 
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ln the antenna complexes of PSII, while spennine accumulates in the PSU reaction 
center complex [17]. 
Even though the influence of polyamines in plants and chloroplast were shown to 
be beneficial in nature, it was reported that interaction of spennine and spennidine with 
isolated PSU submembrane fractions elicited a strong inhibition of oxygen evolution 
[18]. However, the mechanism of inhibitory action of polyamines in PSU was not 
studied previously. Because the polyamine level in leaves can increase considerably 
under stress conditions, it is important to understand the different modes of action of 
these cations within the photosynthetic apparatus. In the present work, the interaction of 
spennine and spennidine with the oxygen evolving complex (OEC) of PSU is analysed 
in detail. With polyamines, extrinsic polypeptides were released and the Mll4CI complex 
was dysfonctional. Consequently, the electron transport on both donor and acceptor 
sides of PSTI was strongly affected. 
5.4 Materials and methods 
5.4.1 Isolation of photosystem II submembrane fractions 
PSU submembrane fractions were isolated from spinach (Spinacea oleracea L.) 
according to Berthold et al. [19] with the modification described elsewhere [20]. The 
PSU preparations were finally suspended in 400 mM sucrose and 20 mM MES-NaOH 
(pH 6.3) and were stored at - 80° C until use. 
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5.4.2 Oxygeu evolutiou 
Oxygen evolution was measured at 22° C usmg Oxylab system (Hansatech 
Instruments, Norfolk, England). The assay medium contained 400 mM sucrose, 20 mM 
MES-NaOH (pH 6.3), 1 mM NaCI, 0.5 mM MgCh, 0.35 mM 2,6-dichlorobenzoquinone 
as PSU electron acceptor, 5 Jlg ChI mr l and the specified concentrations of polyamine. 
The control oxygen evolution rates were 700-800 Jlmol 0 2 mg'Chr l h- I . 
5.4.3 Fluorescence induction 
Fluorescence induction (FI) measurements were performed at room temperature 
using Plant Efficiency Analyser (Hansatech, King ' Lynn, Norfolk, UK). The assay 
medium contained 400 mM sucrose, 20 mM MES-NaOH (pH 6.3), 15 mM NaCl, 10 
mM MgCh, 25 Jlg ChI mr1 and the specified concentrations of polyamine. Dark-adapted 
samples were excited with saturating red actinic light (655 nm and an intensity of 3000 
Jlmol m-2 S-I) provided by light emitting diodes. As the fluorescence signal during the 
first 40 Jls is ascribed for artifacts due to delay in response time of the instrument, these 
data were not inc1uded in analyses of FI traces. The signal at 40 Jls is taken as Fa, the 
initial fluorescence: Variable fluorescence, Fv (the difference between Fa and the 
maximal fluorescence, Fm in dark adapted samples), was used to calculate the FvlFm and 
FvlFa ratios. 
5.4.4 Thermoluminescence 
Thennoluminescence measurements were carried out with a laboratory buiIt 
equipment described in details elsewhere [21 ,22]. Photosystem II submembrane 
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fractions (25 Ilg ChI mrl) were used in a medium containing 50 mM Tricine-NaOH (pH 
7.8), 400 mM sorbitol, 10 mM KCI, 10 mM NaCI, 5 mM MgCh and the specified 
concentrations of polyamine. About 200 ilL of the diluted suspension was added to the 
sample weil (15 mm diameter) positioned just above a Peltier plate. AU measurements 
were performed in the dark. Dark-adapted samples were incubated for 120 s at 20°C. 
Following this step, temperature was brought down to O°C within 5-10 sand kept for 
60 s. This incubation temperature was selected in order to avoid freezing induced 
damages to the OEC that usually gives rise to artifacts [21]. A probing single tum over 
saturating white flash of about l-IlS width (setting 10) from XE-ST Pump Flash unit 
(Walz, Effeltrich, Gem1any) was applied to initiate charge separation in PSII. During the 
last step of the measurements, Iinear wanning of samples in total darkness activated the 
recombination of PSII charge pairs that can be detected by the appearance of emission 
bands with characteristic temperature optima. The data were analyzed using 
ThermoLite, a software developed in our laboratory for the purpose of working with 
Windows OS [22]. This software is an up-graded version of the original one [22,23]. 
5.4.5 Flash-induced fluorescence decay kinetics 
In order to detect the reduction and oxidation kinetics of QA, ChI fluorescence 
nse and its relaxation in the dark were measured with a pulse amplitude double 
modulated fluorometer (PAM, Walz, Effeltrich, Germany) as described previously 
[24,25] . PSII submembrane fractions (ChI concentration of 25 Ilg/mL) were incubated 
for 3 min at room temperature in complete darkness without or with polyamines before 
initiating the fluorescence measurements. Reduction of QA was obtained using a single 
98 
turn over saturating flash generated from the XST 103 flash lamp (Walz, Effeltrich, 
Gennany). The flash reached its maximum intensity within 8 )..tS and decayed completely 
within 50 )..ts. Sin ce the actual fluorescence signal stabilized 100 )..ts after the flash was 
applied, the data pertaining to this time-period was not used for the analyses of QA-
oxidation kinetics. The fluorescence signal was collected with the PDA 100 data 
acquisition system through WinControl software (Walz, Effeltrich, Gennany) using a 20 
)..ts/data point window with measuring light modulated at 100 kHz. The duration of the 
measuring time with the weak modulated light at a frequency of 1.6 kHz and the 
measuring light modulated at 100 kHz was less than 290 ms. The signal to noise ratio 
was improved by measuring the ChI fluorescence rise and its decay in the dark from nine 
independent samples of the same preparation. The traces were averaged with 
Win Control software to estimate the half-times and amplitudes of the fluorescence decay 
components using the following three-exponential function: 
F(t) - F' = Ale- kil + ~e-k" + A 3e - k1l 
where F(t) is the fluorescence value at time t, kn is the rate constant, An is the amplitude 
of the fluorescence relaxation phases, and F' is the stable minimal fluorescence at the 
end of the decay. The fluorescence decay curves from control samples could not be fit 
with a bi-exponential functiol1 . 
5.4.6 Polyacrylamide gel electrophoresis 
To deternline the polypeptides released by the polyamines, the PSU preparations 
were incubated 5 min in the dark at room temperature in the presence of spennine or 
spennidine and harvested immediately after treatment by a 5-min centrifugation (12,400 
99 
rpm) in an Eppendorf microcentrifuge. The pellets were washed twice III 400 mM 
sucrose, 20 mM MES-NaOH (pH 6.2) and were used for polypeptide analysis. The first 
supematants were further centrifuged (12,400 rpm for 5 min) to remove remaining 
membrane fragments. Tris-alkali extraction of the 17, 23 and 33 kDa polypeptides was 
carried out following the standard procedure of Nakatani [26]. The supematants of the 
polyamine or Tris-alkali treated PSU submembranes were concentrated against sucrose 
using Spectra/Por molecularporous membranes (Spectrum Laboratories, Inc. , Rancho 
Dominguez, CA, USA) before analysis by polyacrylamide gel electrophoresis. The latter 
was performed at room temperature using miniature slab gels (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA) containing 13% acrylamide and 6 M urea. The gels were stained 
with Coomassie brilliant blue and the polypeptide content was analysed with the Gel-
Doc 2000 system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). 
5.4.7 Manganese determination 
The manganese content was determined in both pellet and supematant fractions 
of spermidine and spermine-treated PSU using Analyst 100 AtOlnic Absorption 
Spectrophotometer (Perkin Elmer, Wellesley, Massachusetts, USA) as described 
previously [27]. 
5.5 Results 
The polyamines sperrnine and spenrudine added to isolated PSU submembrane 
fractions strongly inhibited oxygen evolution. Sub-millimolar concentrations above 
0.5 mM of spennidine or spenrune already caused measurable inhibition of electron 
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transport with 2,6-dichlorobenzoquinone as an electron acceptor (Fig. 5.1). About 50% 
of the oxygen evolution was lost with 2 mM spennidine or spermine. This inhibition by 
polyamines was studied in detail using various techniques in order to establish the site of 
polyamine action as described below. A similar inhibition was observed with whole 
thylakoid membranes. However, we have used PSU submembrane fractions that 
represent a more simple and specifie system without interference from other components 
of the thylakoid membrane. 
The ChI fluorescence parameters Fm (the maximal fluorescence observed in dark-
adapted samples exposed to saturating red-light illumination) and Fo (the initial 
fluorescence level) were measured in PSU submembrane fractions treated with various 
polyamine concentrations. Fo was not affected but Fm greatly declined (data not shown). 
This decline in Fm observed above 1 mM of spennidine corresponded with a decrease in 
FvlFo (Fig. 5.2A), a parameter that accounts for the simultaneous variations in Fm and Fo 
in detemlinations of the maximum quantum yields of psn [28]. Importantly, a steep 
decrease in FvlFo ratio observed with 1-3 mM spennidine correlated with the inhibition 
of oxygen evolution illustrated in Fig. 5.1. 
The ChI fluorescence properties of PSU submembrane fractions in the presence 
of polyamines were further subjected to the comprehensive analysis of fluorescence 
induction (FI) kinetics (Fig. 5.2B and C). The FI traces illustrate the progressive 
reduction of the quinones located at the acceptor side of PSU with three main phases 
named O-J, 1-1, and I-P [29,30]. The induction traces of psn submembrane fractions 
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contained only two weIl detined phases (Fig. 5.2B and C, trace 1) because the J-l phase 
is negligible in these preparations [31,32]. The tirst phase (0-1) reflects the reduction of 
the primary quinone acceptor of PSU, QA, and the second phase (I-P, here J-P) is 
ascribed for the reduction of the plastoquinone pool together with reduction of the 
secondary quinone acceptor QB. Upon treatment with 3 mM spermidine, the FT was 
greatly damped (Fig. 5.2B, trace 2), showing that the OEC failed to provide electrons for 
PSU to reduce the quinone acceptors. 
The artiticial electron donor diphenylcarbazide restored the kinetics of ChI 
fluorescence in polyamine-treated samples (Fig. 5.2B, traces 2 and 3). This electron 
donor provided electrons to PSU, though at a slower rate compared to a native OEC. As 
a result, the reduction of quinones was partially restored as shown by the recovery of FI. 
Diphenylcarbazide can donate electrons only when extrinsic polypeptides associated 
with the OEC are lost from the luminal si de of psn and the Mn4Ca complex necessary 
for water splitting becomes dysfunctional [33]. The positive action of dipheny1carbazide 
thus indicates strong perturbations of the OEC in the presence of polyamines. 
In Fig. 5.2C, the FI traces are normalized at both minimal and maximal values 
(V! curves). A faster rise of fluorescence observed in the Vt curves ofPSn submembrane 
fractions incubated with 4 or 7 mM spennidine (Fig. 5.2C, traces 3 and 4) might be 
explained by a delayed rate of QA- re-odixation by QB caused by polyamines. 
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To clarify the extent of the polyamine action on the OEC, polyacrylamide gels 
were run with PSII submembrane fractions treated with both polyamines. PSII 
submembrane fractions were incubated for 5 min with polyamines and then centrifuged 
to separate the submembrane fractions from the polypeptides that were released in the 
supematants as described in Materials and methods. The polypeptide profiles are shown 
in Fig. 5.3 (upper panel) for spem1idine. Similar date were observed for PSII 
submembrane fractions incubated with spem1ine (results not shown). The polypeptides 
in the spem1idine-treated PSII submembrane fractions are shown in lane 3. Notably, 
three polypeptides were lost at the position that corresponded to the weIl known 
extrinsic polypeptides of apparent molecular weight of 17, 23, and 33 kDa associated 
with the OEC [34] as shown in native PSII preparations. The polypeptide profile of the 
supematant obtained from the spennidine-treated samples further confinns the release of 
these polypeptides (Fig. 5.3, lane 4). About 50% of 33 kDa polypeptide was lost wh en 
PSII membranes (100 llg/mL) were treated with 8 mM spennidine (Fig. 5.3, lower 
panel) that corresponds to 2 mM sperrnidine used for oxygen evolution measurements 
(25 llg Chl/mL). The above illustrates the correlation between the release of extrinsic 
proteins and the loss of oxygen evolution presented in Fig. 5.1. We also submitted the 
PSII submembrane fractions to Tris-alkali treatrnent that specificaIly releases these 
extrinsic polypeptides. Note that the Tris-alkali treated PSII supematant fractions 
contained the polypeptides (Fig. 5.3, lane 5) of migrating distances coinciding with the 
ones shown in the supematant fractions of PSII incubated with polyamines (Fig. 5.3, 
lane 4). AIso, the bands representing these polypeptides were only faintly seen in the 
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protein profile of the pellets of PSII membrane fractions subjected to Tris-alkali 
treatment (Fig. 5.3, lane 6). 
Thermoluminescence was used to characterize the charge recombination 
processes in the presence of polyamines. To initiate charge separation, PSII 
submembrane fractions were pre-illuminated at DoC with a 1-lls single hlm-over white 
flash. The results obtained with spennine are presented in Fig. 5.4. Experiments with 
spermidine provided the same results (data not shown). With a linear increase in 
temperature at the rate of 0.5°C/s, the amplitude of the thermoluminescence signal 
rapidly increased to atlain its maximum (Tm) at 25°C in control samples (Fig. 5.4A, 
trace 1). This major emission band corresponds to the B-band attributable to charge 
recombination between QB- and the oxidized Mn-c1uster predominantly in the S2-state 
[35]. The Tm of the B-band seen in non-frozen control PSU samples is consistent with 
the peaking temperatures for the same preparations shown previously [36]. This band 
was progressively abolished as the concentration of spennine was raised (Fig. 5.4, traces 
2-5). AIso, this was accompanied by a small shift of the Tm toward higher temperatures. 
With 10 mM spermine, the B-band was totally suppressed. The changes in the amplitude 
and Tm of the B-band could be related to changes in the hole properties of the Sn state of 
the Mn-c1uster or to the inhibition of QB reduction in the presence of polyamines. 
In order to segregate the effects of polyamines on the two-electron gate involving 
QB/QB- couple, the inhibitor DCMU was used to prevent electron transfer between QA-
and QB. With DCMU, a major luminescent band with Tm of 18°C was observed (Fig. 
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5.4B, trace 1) as shown previously [36]. This luminescent band is the Q-band that arises 
due to the back-flow of electrons from QA- to the S2-state. The peaking temperature of 
Q-band is somewhat higher at the concentration of Chi (25 Jlg Chi/mL) used. A Tm of 5-
10 DC for Q-band in control psn samples could be seen only when the assay medium 
contained ~ 200 Jlg ChI/mL as indicated in several reports. The Q-band was shifted to 
higher temperatures in the presence of polaymines. A min or band, the C-band, also 
appeared at about 50DC in the glow curves of the control samples (Fig. 5.4B, trace 1). 
This emission band originates from the recombination between QA- and oxidized TyrD. 
The amplitude of these two bands also declined with polyamines. Also, the progressive 
loss of them10luminescence intensity observed with increasing polyamine concentration 
was very similar for both B- and Q-bands (see in set of Fig. 5.4B). Thus, the strong 
inhibitory effect of polyamines on charge recombination was mainly due to the loss of 
the donor side partners for the above radiative recombination pathways. 
The fluorescence induction traces indicated that the reoxidation of QA- was 
retarded to sorne extent in the presence of polyamines (Fig. 5.2C). This possibility was 
verified using the fluorescence properties of PSII submembrane fractions submitted to a 
single tum over flash. Typical fluorescence decay kinetics is shown on a logarithmic 
scale in Fig. 5.5. The fluorescence rise induced by the flash is due to the reduction of QA 
and the decay ensured in the dark is related to the reoxidation of QA-. The total 
amplitude of the fluorescence rise greatly declined as spermine concentration increased. 
Also, the fluorescence decay in the dark was slower as mentioned below. The dark 
decay of fluorescence in control samples was modeled with a three-exponential function . 
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The amplitude and half-time of each component are shown in Table 5.1. The fast 
component with a half-time of ~ 0.66 ms is attributed to the reoxidation of QA- by QB. 
The middle phase with a half-time of ~ 9.49 ms is ascribed for the reoxidation of QA- in 
PSII centers with an empty QB pocket where the diffusion time of PQ to its binding site 
should be considered. The slow phase is attributed to the constant background 
fluorescence as a shorter time of ~ 290 ms was used for decay measurements. The half-
times of the fast component greatly increased in PSII submembrane fractions incubated 
with 1 mM spermine. With higher spennine concentration, the fast component was 
completely lost (Table 5.1). The above confinns that QA- reoxidation was mu ch slower 
in polyamine-treated samples as the electron transfer betweeen QA- and QB was highly 
retarded. 
6.6 Discussion 
The data presented here clearly demonstrate a strong inhibition of electron 
transport in isolated PSU submembrane fractions by millimolar range of the polyamines, 
spennine and spemlidine. The polyamine putrescine, a dication, was shown to enhance 
PSII electron transport in a manner similar to Mg2+ in low salt ch10roplast membranes 
due to it coulombic effect [37]. However, this type of cationic effect was avoided by the 
use of physiological cation concentrations in our experirnents [37]. The polyamines 
strongly interacted with the luminal side of the photosystern causing the release of the 
three extrinsic polypeptides of 17,23 and 33 kDa associated with the OEe (Fig. 5.3). At 
physiological pH, these polycations are protonated with 4 positive charges for spemline 
and 3 positive charges for sperrnidine. Studies using Fourier transfonn infrared 
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difference spectroscopy have shown that their binding to PSU proteins causes significant 
alteration of the protein secondary structure [18]. Such changes could have produced the 
release of the extrinsic polypeptides. Several divalent cations such as Cu2+, Cd2+, Hg2+, 
Zn2+, and Pb2+, were also shown to release the extrinsic polypeptides of PSU to various 
extents [38-41] and therefore polyamines may act similarly in that respect. The 
inhibitory action of polyamines was also observed in whole thylakoid membranes 
(results not shown) demonstrating that the polyamines could diffuse into the thylakoid 
lumen as previously discussed for putrescine [37]. 
The two extrinsic polypeptides of 17 and 23 kDa modulate the affinity of the 
Ca2+ binding site [42,43]. Hence, Ca2+ is lost when these two polpeptides forming a 
barrier between the lumen and the calcium binding site [44] are released from the OEC 
by the action of polyamines. The other extrinsic polypeptide of apparent molecular mass 
of 33 kDa, also known as the manganese-stabilizing protein, is important for the 
integrity and function of the Mn4Ca complex involved in water oxidation [45]. In its 
absence, two of the four Mn ions are often released and the oxygen evolving activity is 
lost unless high concentration (100 mM) of cr is added. In the present case, however, it 
was verified by atomic absorption spectroscopy that no Mn was released from the PSU 
submembrane fractions even at high spennine or spermidine concentrations (data not 
shown). Also the inhibition could not be overcome by CaCh (data not shown) as it is 
usually the case with toxic divalent cations such as heavy metals [38-41]. The inhibition 
by polyamines is thus different. 
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The release of the three extrinsic polypeptides in the presence of polyamines and 
thus the disassembly of the OEC are expected to modify electron transport within PSII. 
Indeed, we observed a lack of electron supply for reduction of the quinone acceptors of 
PSU as shown by FI measurements (Fig. 5.2B and C). Alteration of the OEC was 
demonstrated by the partial recovery of the O-J and J-P phases with diphenylcarbazide 
(Fig. 5.2B). This electron donor can gain access to its photo-oxidation site at Tyrz + only 
when the OEC is dysfunctional [33]. Thus, even though Mn was not lost, the Mn-cluster 
was disorganized by polyamine action. This is demonstrated by the impairment of 
quinone reoxidation through charge recombination as revealed by the polyamine-
dependent loss of Band Q thermoluminescence bands (Fig. 5.4). The above indicates 
that the S2 state of the Mn-cluster needed for recombination was lost with the 
perturbation of the OEe. An upshift in the Tm of thermoluminescence bands in PSU 
submembrane fractions was previously associated with an abnormal ligand environment 
of the Mn4Ca complex [46]. Also, a large increase of the thermoluminescence 
temperature of the Q-band was reported in PSII submembrane fractions depleted in cr 
and 33 kDa polypeptide due to a stronger stabilization of S2 [47]. Hence, the shift of the 
Tm of thermoluminescence towards higher temperatures observed for both B- and Q-
bands (Fig. 5.4) may originate from a population of PSU centers where the M114Ca 
complex is stabilized in S2 state by polyamines as this may represent an intermediate 
step in the dismantlement of the OEe. 
The data presented in Fig. 5.2C reveal that the FI was relatively fast at high 
polyamine concentration reflecting a reduced rate of QA- reodixation. Further, flash 
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induced fluorescence decay measurements have shown that the haif-time for reoxidation 
of QA- increased with high concentrations of polyamines (Table 5.1} This clearly 
demonstrates that electron transfer from QA- to QB was delayed. The total amplitude of 
the flash induced fluorescence rise was also decreased by polyamines (Fig_ 5.5). This 
apparent loss of the amplitude of fluorescence indicates a fast decline of fluorescence 
that occurs much before the start of the decay measurement after 100 ~s. We propose 
that this decline in the flash-induced fluorescence yield is due to recombination between 
QA- and P680+ in a fraction of the PSII centers. PSII centers with P680+ are known to 
have a fluorescence yield close to Fo [48]. The accumulation of P680+ after a single flash 
illumination is only observed when electron transfer between the primary electron donor 
Tyrz and P680+ is inhibited or delayed [49]. The decline in the rate of electron transfer 
from Tyrz to P680+ in PSII centers that have lost the integrity of the OEC is consistent 
with the structural data indicating Tyrz is localized in close proximity with the MI14Ca 
complex [50,51]. Therefore, the specific orientation of Tyrz or its deprotonation that is 
needed for electron transfer to P680+ may be hindered [52]. Alternatively, a direct 
interaction between polyamines and Tyrz can be postulated. 
As can be expected, the restoration of quinone photoreduction in polyamine-
treated PSII submembrane fractions by diphenylcarbazide does not overcome the slower 
electron transfer from Tyrz to P680+ or from QA- to QB. Though the FI is partially 
recovered with the electron don or, it is clear from Fig. 5.2B that the induction in the ms 
time scale is greatly retarded owing to the slower electron transport reactions and also 
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due to the weaker electron donation by diphenylcarbazide to Tyrz compared to a native 
OEe. 
A binding site for polyamines near the quinones on the stromal side of PSTT can 
be proposed to explain the retarded electron transfer between QA- and QB. However, it 
was reported that Ca2+ release from the OEC changes the midpoint redox potential of QA 
and affect QA- to QB electron transfer [53 ,54]. Increased half-times of QA- reoxidation 
were observed in PSU submembrane fractions with a disorganized OEC such as in 
NaCI-treated PSU that are depleted of the two extrinsic polypeptides of 17 and 23 kDa 
and Ca2+ [24]. This was explained by a transmembrane conformational change that 
modifies the acceptor side of PSTT reflecting a long-range allosteric coupling with the 
OEe. Similar alteration of the stromal side of PSU as a consequence of a transmembrane 
effect in polyamine-treated PSU is plausible as the polycations greatly affected the 
integrity of the OEe. The recent structural information about the stromal side of 
cyanobacterial PSU indicates that the QB pocket is formed by several transmembranous 
polypeptides inc1uding the polypeptide Dl , cytochrome b 559, PsbL, and PsbJ [51]. 
Cytochrome b 559 was proposed as an alternative electron acceptor preventing the over-
reduction of the PSII acceptor side and as an auxiliary electron donor for oxidized 
chlorophyl1s of the reaction center [55 ,56]. The cytochrome is mostly in a high potential 
form in PSU complexes with an intact OEC but transformed into a low potential form 
when the OEC is damaged [57]. PsbL and PsbJ were shown to regulate electron flow to 
the plastoquinone pool with PsbJ specifically regulating the oxidation of QA- [58]. These 
polypeptides are also involved in the assembly of the OEC [59] and, together with DI 
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and cytochrome b559, they can therefore create a direct link between the functions of 
PSU on tbe luminal and stromal sides of the photosystem. 
In conclusion, the action of polyamines on the OEC is more profound than cr or 
Ca2+ depletion as CaCh could not restore the activity. Also, even if Mn is not released, 
the loss of thermoluminescence shows that the S2 state of the Mn cluster is not formed at 
relatively high polyamine concentrations and that the MI14Ca complex is disorganized. 
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5.9 Figure captions 
Figure 5.1 Inhibition of oxygen evolution activity in PSII submembrane fractions 
after a 5-min incubation with various concentrations of spermine (open circ1es) or 
spermidine (c1osed circles). Other conditions are given in Materials and methods. 
Figure 5.2 (A) Effect of increasing spennidine (c1osed circ1es) on the FvlFo ratio in 
PSII submembrane fractions . (B) Fluorescence induction traces with diphenylcarbazide: 
(1) control; (2) 3 mM spemlidine; (3) 3 mM spennidine and 1 mM diphenylcarbazide. 
(C) Fluorescence induction traces of PSII membranes treated with various 
concentrations of sperrnidine: (1) control; (2) 2 mM; (3) 4 mM; (4) 7 mM. AH traces 
were normalized at both initial and maximal intensities. 
Figure 5.3 Effects of a 5-rnin incubation of PSII submembrane fractions (100 J..lg 
Chl/mL) in the presence of spennidine on the polypeptide profile. Upper panel: Lane 1, 
molecular weight standards; lane 2, control PSII; lane 3, sperrnidine-treated PSII; lane 4, 
supematant of spennidine-treated PSII; lane 5, supematant of the Tris-alkali treated 
PSII; lane 6, Tris-alkali treated PSII. Numbers on the left side indicate apparent 
molecular masses (kDa) of the molecular markers. Lower panel: 33 kDa polypeptide 
content of the PSII submembrane fractions as a function of spennidine concentration. 
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Figure 5.4 Temperature profile of the thermoluminescence emlSSlOn from PSII 
submembrane fractions in the absence (B-band) (A) or presence (Q- and C-bands) (B) of 
5 !lM DCMU with various spemline concentrations: 1, control ; 2, 0.5 mM; 3, 1 mM; 4, 
2 mM; 5, 5 mM; 6, 10 mM. Inset: Relative thennoluminescence intensity of the B-band 
(closed circles) and the Q-band (open circles) at various spermine concentrations. 
Figure 5.5 Chi fluorescence decay kinetics of PSII submembrane fractions alone 
(trace 1) or treated with 1 (trace 2), 2 (trace 3) or 4 (trace 4) mM spermine. Upward 
arrow indicates the application of the single tum-over saturating white flash. Each trace 
is the average of nine independent measurements. 
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Table 5.1 Half-times (tll2, in ms) and amplitudes (A) of the three exponential 
components of the Chi fluorescence decay in PSII submembrane fractions (25 Ilg/m1) 
incubated for 3 min in the dark at 20 ± 2°C in the absence or presence of spermine. 
Spernline Fast phase 
A (%) t l/2 (ms) 
No addition 33 .03 0.66 
1mM 30.25 1.78 
2mM 
4mM 
Middle phase 
A (%) tl /2 (ms) 
39.27 9.49 
38.53 Il.52 
63.82 
50.45 
4.21 
5.96 
Slow phasea 
A (%) tl /2 (ms) 
27.70 
31.22 
36.18 
49.55 
68.1 
66.1 
40.7 
87.9 
Atotal 
(%) 
100 
100 
100 
100 
The amplitudes and t l/2 of each component were calculated from the averaged trace of 
ni ne independent measurements of the PSII sub-membrane fractions . 
a This slow phase is considered as the constant background fluorescence. 
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CHAPITRE VI 
ANAL YSE DE L'INTERACTION DES POLYAMINES AVEC LE COMPLEXE 
DE MANGANÈSE PAR MESURE DU TAUX DE DÉGAGEMENT D'OXYGÈNE 
APRÈS FLASH DANS LES THYLACOÏDES 
6.1 Oscillation en quatre temps du dégagement d'oxygène 
La photoactivation des PSU adaptés dans le noir induit par une série de flashes 
actiniques provoque l'apparition d'une oscillation en quatre temps dans les mesures de 
TDO, contrairement à l'utilisation d'une lumière actinique continue qui ne donne qu'un 
TDO variant linéairement dans le temps. L'oscillation observée s'explique par le fait que 
quatre étapes d'activation par la lumière sont nécessaires pour compléter un cycle de 
réactions dans le COE menant au dégagement d'oxygène (voir figure 6.1), modèle 
original proposé par Kok et al. (1970). 
1 .0 
~ 0 .8 
== 
a> 0 .6 
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Figure 6.1: Dégagement d'oxygène induit par flash dans les chloroplastes 
d'épinards. Adapté de Forbush et al. (1971). 
L'utilisation de cinq états d'oxydation formels associés aux complexes de 
manganèse (So, SI, S2, S3 et S4) permet de décrire les oscillations observées lors du 
dégagement d'oxygène, lequel se produit lors de la transition de l'état S4 à So (voir 
figure 6.2). L'état SI est le plus stable à la noirceur même si l'état So est celui qui 
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présente le niveau d'oxydation le plus faible des états S; la tyrosine D (TyrD) oxyde 
lentement l'état So en S1 dans le noir, alors que les états métastables S2 et S3 sont réduits 
rapidement vers l'état S1 par la TyrD, les quinones accepteurs du psn ou par le 
cytochrome b559. Les états SI et So sont ainsi présents dans un ratio approximatif de 3 
pour 1 respectivement, expliquant ainsi pourquoi les TDO des thylacoïdes adaptés dans 
le noir démontrent des activités maximales d'une manière cyclique après les 3ème, 7ème, 
1 1 ème et etc flash. L'atténuation des oscillations provient de l'état temporairement inactif 
de certains centres réactionnels de PSU dans un état P680+ lors d'une excitation 
lumineuse (paramètre appelé coup manqué « a ») et/ou d ' une excitation lumineuse trop 
longue qui provoque un avancement double des états S de certains COE de psn 
(paramètre nommé coup double «~»), survenant expérimentalement au lieu de 
l'excitation lumineuse standard qui permet l'avancement des états S d'un état 
d ' oxydation (paramètre nommé coup simple «y ») selon le modèle classique de Kok 
(Shinkarev 2005a, Renger 2007). 
O2 
hv 
Coup manqué f:\ COUI) double 
~a)~ 
Coup simple 
'T 
Figure 6.2: Modèle classique de Kok. Adapté de Shinkarev (2005a). 
Toutefois, plusieurs études ont démontré que le modèle classique devait être 
amélioré (voir figure 6.3). Premièrement, l'atténuation des oscillations observées 
provient également de la relaxation dans les états S de certains PSII entre les excitations 
lumineuses (paramètre appelé transition arrière « 8 ») et de l'inactivation définitive de 
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certains centres réactionnels de PSII après excitation lumineuse (paramètre appelé 
inactivation « ê »). Deuxièmement, l'oxydation du COE par P680+ se fait indirectement 
par la TyrZ. Troisièmement, l'existence naturelle d'états d'oxydation en deça de Sa, tout 
particulièrement S_I , est possible même en absence d'agents réducteurs tel que 
l'hydroxylamine (Shinkarev 2005b, Renger et Kühn 2007). 
A 
B 
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Cl ~ 
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s •• ,--
Transition arriere \ Coup simpll.· 
ô \ r 
hlactivation s.-
1: . , 
hv • P680+' _ F ~8( 
Figure 6.3: (A) Modèle amélioré de Kok proposé par Shinkarev (2005b) . 
(B) Modèle amélioré de Kok proposé par de Renger et Kühn (2007). 
L'observation des oscillations dans les TDO après flash permet une analyse 
qualitative rapide de l'état fonctionnel du COE avec une rapidité et une sensibilité plus 
grande que les mesures de TDO traditiomlelles. Toutefois, c'est l'analyse quantitative 
des TDO après flash qui rend cette technique particulièrement intéressante dans l'étude 
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des interactions au niveau du complexe de manganèse. L'analyse quantitative effectuée 
dans la présente recherche se base sur le modèle proposé par Shinkarev (2005b), tout en 
incluant les états S inférieurs proposé par Messinger et al. (1991) tel que mentionné dans 
la section méthodes expérimentales. L'existence ou non d'une interaction directe entre 
les polyamines naturelles et le complexe de manganèse du COE est étudiée par 
dégagement d'oxygène induit par flash dans les membranes de thylacoïdes intactes; la 
spennine est utilisée comme polyamine standard alors que l'hydroxylamine est utilisée 
comme molécule comparative, puisque elle agit directement avec le complexe de 
manganèse pour le réduire vers ses états S inférieurs. 
6.2 Inhibition par la spermine 
L' ajout exogène de spennine aux membranes de thylacoïdes intactes inhibe 
fortement les TDO induit par flash dans les PSII (voir figure 6.4). L'inhibition de 
l'activité du PSII est mesurable à partir de 3 mM de spem1ine, alors que l' inhibition 
totale survient à 10 mM de spennine; ces résultats diffèrent de ceux publiés par 
Beauchemin et al. (2007), puisque les mesures de TDO induit par flash dans les 
thylacoïdes utilisent une concentration de 200 f.!g Chl/mL alors que celles des TDO 
induits par une lumière continue dans les psn utilisaient 25 f.!g ChI/mL. 
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Figure 6.4: Taux de dégagement d'oxygène global suivant les 12 
premiers flashs lumineux pour des thylacoïdes traités avec la spennine. 
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L'analyse qualitative des patrons d'oscillation des TDO en fonction de la 
concentration en spem1ine démontre une diminution progressive des TDO pour chacun 
des flashs (voir figure 6.5). Le patron d'oscillation conserve toutefois le même aspect. 
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Figure 6.5: Taux de dégagement d'oxygène après flashs lumineux pour 
des thylacoïdes traités avec la spennine. 
L'analyse quantitative des patrons d'oscillation démontre plusieurs points 
intéressants. Premièrement, la répartition initiale des populations des états S varie peu en 
fonction de l'augmentation de la concentration en spennine; l 'analyse démontre une 
perte graduelle de 15% de l'état SI (qui passe de 70% à 55%) au profit de So (qui passe 
de 25% à 40%), les autres états S n'étant pas significativement affectés (voir figure 6.6). 
Deuxièmement, le changement observé est corrélé avec une modification dans les 
paramètres de transition des états S en fonction de la concentration de spem1ine (voir 
figure 6.7); la répartition des coups simples «y» diminue de 1 0% (passant de 80% à 
70%) au profit des coups manqués « a» (passant de 15% à 20%) et des inactivations « ê 
» (passant de 5% à 10%), sans pour autant modifier au passage la répartition des 
transitions arrières « ê » et des coups doubles « p ». La comparaison des résultats de la 
spennine avec l'hydroxylamine est nécessaire pour une analyse plus approndie. 
~ Q 
Figure 6.6: Répartition initiale des états S des complexes de manganèse 
dans les thylacoïdes traités avec la spemline. 
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Figure 6.7: Répartition des paramètres de transition des états S des 
complexes de manganèse dans les thylacoïdes traités avec la spemline. 
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6.3 Inhibition par l'hydroxylamine 
L'ajout exogène d'hydroxylamine aux membranes de thylacoïdes intactes inhibe 
les TDO induit par flash dans les PSU (voir figure 6.8). L'inhibition de l' activité du PSU 
est mesurable à partir de 5 )..lM d 'hydroxylamine. Contrairement à la sperrnine, 
l'hydroxylamine n'inhibe jamais complètement l 'activité de dégagement d 'oxygène au 
niveau du PSU, et ce, même avec des concentrations dans l'ordre du millimolaire 
(résultats non montrés). 
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Figure 6.8: Taux de dégagement d 'oxygène après flashs lumineux pour 
des thylacoïdes traités avec l' hydroxylamine. 
L 'analyse qualitative des patrons d 'oscillation des TDO en fonction de la 
concentration en hydroxylamine démontre une diminution nette des TDO pour chacun 
des flashs, avec une modification dans les patrons d ' oscillation observés. Le TDO 
maximal est graduellement déplacé du 3ème flash pour des thylacoïdes non traités vers le 
S ème flash en présence de 50 )..lM d 'hydroxylamine. L'explication provient du fait que 
l ' hydroxylamine interagit directement avec le complexe de manganèse en causant une 
réduction en deux étapes des états S; l'état initial majoritaire SI est réduit à S_I grâce à 
deux électrons en provenance de molécules d'hydroxylamine (Messinger et al. 1991). 
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L'analyse quantitative des patrons d'oscillation démontre plusieurs aspects 
intéressants. Premièrement, la répartition initiale des populations des états S varie 
fortement en fonction de l'augmentation de la concentration en hydroxylamine; 
l'analyse démontre une abolition progressive des populations de SI et So au profit de S_I 
et S-2 en augmentant la concentration en hydroxylamine (voir figure 6.9) . Le 
changement observé est accompagné d'une modification mineure dans les paramètres de 
transition des états S; la répartition des coups simples « y » diminue de 1 0% (passant de 
80% à 70%) pendant que la réparition des coups manqués « a » augmente de 1 0% 
(passant de 15% à 25%), alors que les autres paramètres ne changent pas (voir figure 
6.10) . Le changement majeur observé dans les patrons d ' oscillation de l' hydroxylamine 
témoigne d ' une forte interaction avec le complexe de manganèse, laquelle ne conduit 
pas à l' inhibition du dégagement d'oxygène comme dans le cas de la spermine et des 
autres polyamines organiques retrouvées naturellement chez les plantes. 
Lorsque l'on compare l' analyse qualitative des patrons d'oscillation des TDO en 
fonction de la concentration en spermine (voir figure 6.5) avec celle de la concentration 
en hydroxylamine (voir figure 6.8), la diminution progressive des TDO en présence de 
concentrations croissantes en spennine s'explique alors par le fait que le profil obtenu 
correspond aux PSII qui ne sont pas affectés et inhibés par la spennine, contrairement au 
cas de l'hydroxylamine; la spermine n'interagit pas instantanément avec le complexe de 
manganèse comme le fait l'hydroxylamine, mais plutôt au niveau des protéines 
extrinsèques du CDO, laquelle interaction conduit au relâchement des trois polypeptides 
de 17, 23 et 33 kDa et à la déstabilisation successive du complexe de manganèse comme 
démontré préalablement (chapitre V). 
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Figure 6.9: Répartition initiale des états S des complexes de manganèse 
dans les thylacoïdes traités avec l'hydroxylamine. 
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Figure 6.10: Répartition des paramètres de transition des états S des 
complexes de manganèse dans les thylacoïdes traités avec 
l 'hydroxylamine. 
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CHAPITRE VII 
DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS 
7.1 Objectifs de recherche 
Les polyamines sont reconnues pour être indispensables à la croissance et la 
différenciation cellulaire chez les eucaryotes. Le fait que les concentrations 
intracellulaires des polyamines naturelles soient de 2 à 4 fois supérieures dans les 
cellules cancéreuses animales comparativement aux cellules saines (entre 0,1 et 0,5 mM) 
s'avère problématique. Les cellules cancéreuses démontrent une capacité réduite 
d'exporter les polyamines tout en surexprimant plusieurs enzymes de biosynthèse. Le 
constat a mené au développement de produits phannaceutiques régulant négativement 
les niveaux intracellulaires des polyamines naturelles in vitro: les polyamines analogues. 
Le manque de connaissance sur les processus de transport intracellulaire au niveau 
moléculaire limite l'efficacité des tests effectués; les polyamines analogues actuels 
induisent souvent des effets différents dépendamment des cellules traitées (Thomas et 
Thomas 2003, Wallace et Fraser 2003a, Wallace et al. 2003b, Wallace et Fraser 2004). 
Les concentrations intracellulaires des polyamines naturelles sont aUSSI 
augmentées dans les cellules des plantes soumises à des conditions de stress abiotiques, 
menant généralement à un stress de nature oxydatif. Les polyamines ont un rôle 
antioxydant empêchant la propagation des ROS et la peroxydation des lipides 
membranaires (Alcazar et al. 2006, Liu et al 2007, Rhee et al. 2007, Groppa et 
Benavides 2008). Les stress abiotiques contribuent à modifier la structure et la fonction 
de l'appareil photosynthétique, alors que les polyamines stabilisent les structures 
protéiques et participent au développement des chloroplastes (Sfichi et al. 2004, Walters 
2005, Ioannidis et Kotzabasis 2007, Navakoudis et al. 2007). Bien que les polyamines 
soient naturellement bénéfiques pour les plantes et les chloroplastes, l'interaction directe 
des polyamines spennidine et spennine avec des fractions membranaires isolées de PSU 
conduit à une forte inhibition du dégagement d'oxygène. Le mécanisme d'action de cette 
inhibition reste encore à être détenniné (Bograh et al. 1997). 
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Les objectifs de la présente étude étaient divisés en deux volets. Le premier volet 
était de caractériser les interactions entre HSA, la principale protéine de transport dans le 
plasma sanguin chez l'humain, et des polyamines analogues possédant une activité 
antitumorale in vitro. Le second volet était de déterminer le mécanisme d'action au 
niveau moléculaire de l'inhibition du dégagement d'oxygène du PSII causé par des 
polyamines naturelles chez les végétaux. Les résultats obtenus démontrent l' atteinte des 
objectifs visés. 
7.2 Interaction des polyamines avec l'albumine sérique humaine 
Dans les travaux du Chapitre III, les interactions entre les polyamines analogues 
333 (1,ll-diamino-4,8-diazaudécane), BE-333 (3,7,1 l, 15-tétrazaheptadécane·4HCI) et 
BE-3333 (3 ,7, Il ,15,19-pentazahénicosane·5HC1) avec la protéine HSA ont été 
caractérisées par spectroscopie d'absorption UV-visible, CD et FTIR, afin de comparer 
les effets de la complexation des polyamines analogues sur la structure protéique de 
HSA dans des conditions physiologiques, avec ceux des polyamines naturelles spem1ine, 
spennine et putrescine déjà publiés (Ahmed Ouameur et al. 2004). 
Les résultats de spectroscopie FTIR ont fourni les premières données concernant 
la complexation des polyamines analogues avec la protéine HSA, puisque cette 
technique appliquée dans le moyen infrarouge (4000 à 400 cm- 1) permet de détem1iner la 
conformation des structures secondaires d'une protéine. Comme les spectres des 
complexes polyamine-HSA (figure 3.3, 3.4 et 3.5 section Complex) ne présentaient pas 
de déplacement majeur dans les bandes spectrales protéiques amide 1 (principalement 
attribuable à l'étirement de la liaison C=O) et amide TI (principalement attribuable à 
l'étirement de la liaison C-N et au balancement dans le plan de la liaison N-H), 
respectivement situées à 1656 et 1543 cm-1 (Byler et Susi 1986, Krimm et Bandekar 
1986), les spectres de différence [(HSA + polyamine) - (HSA)] ont donc été détern1inés 
pour caractériser la variation d'intensité des bandes amide 1 et II. L'autodéconvolution 
par transformée de Fourier et l'augmentation de la résolution de la dérivée seconde ont 
ensuite été utilisées pour déterminer les structures secondaires de chacun des complexes 
HSA-polyamine. 
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À faible concentration de polyamine analogue (250 ).lM), des variations majeures 
dans l'intensité des bandes protéiques amide l et amide II, respectivement à 1656 et 
1543 cm-l , sont observées dans les spectres de différence (figure 3.3, 3.4 et 3.5 section 
Diff). Les bandes positives observées à 1659 et 1540 cm- I (figure 3.3, Diff. HSA-333 = 
250 ).lM), 1657 et 1543 cm- I (figure 3.4, Diff. HSA-BE-333 = 250 ).lM), ainsi qu'à 1658 
et 1542 cm-I (figure 3.5 , Diff HSA-3333 = 250 ).lM) dans les spectres de différence sont 
associées à l'augmentation de l'intensité des bandes amide l et II à 1656 et 1543 cm-l, 
par l' interaction des polyamines analogues avec la protéine HSA. L'augmentation de 
l'intensité des bandes amides l et II est due à la liaison des polyamines analogues aux 
groupements c=o et C=N de la protéine, lesquelles liaisons n'induisent pas d'altération 
majeure dans la confonnation protéique. À concentration plus élevée de polyamine 
analogue (1 mM), des bandes négatives sont observées à 1654 et 1544 cm-1 (figure 3.3, 
Diff. HSA-333 = 1 mM), 1656 et 1545 cm-I (figure 3.4, Diff. HSA-BE-333 = 1 mM), 
ainsi qu'à 1652 et 1543 cm- I (figure 3.5, Diff HSA-3333 = ImM) dans les spectres de 
différence suite à l'interaction des polyamines analogues avec la protéine HSA. La 
diminution de l'intensité des bandes amides 1 et II est due à l'altération de la 
confonnation protéique causée par les polyamines analogues. 
L'analyse quantitative de la structure secondaire de la protéine HSA libre et de 
ses complexes avec chacune des polyamines analogues a été réalisée (figure 3.6 et 
table 3.1). La structure secondaire de la protéine libre est composée à 55% d'hélice a 
(1657 cm- I ) , à 17% de feuillet ~ parallèle (1616, 1625 et 1634 cm- I ), à 14% de coude ~ 
(1677 cm- I ), à 7% de feuillet ~ antiparallèle (1688 cm-I ) et à 7% de pelote statistique 
(1643 cm- I ); la structure en feuillet ~ parallèle est constituée de trois composantes, soit 
celle à 1616 cm- I (brin ~ intercaténaire), cel1e à 1625 cm- I (brin ~ intracaténaire) et celle 
à 1634 cm- I (hydratation), ce qui est consistant avec les études spectroscopiques publiées 
de HSA (Boulkanz et al. 1995, Bramanti et Benedetti 1996). À faible concentration de 
polyamine analogue (250 ).lM), aucune altération majeure n'est observée dans la 
structure secondaire protéique contrairement à plus forte concentration de polyamine 
analogue (1 mM). De façon consistente avec la diminution de l'intensité des bandes 
observées à 1654 et 1544 cm- I dans les spectres de différence des complexes protéiques 
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obtenus avec 1 mM de polyamine (figure 3.3, 3.4 et 3.5 section Diff.), la proportion de 
la structure en hélice a diminue de 55% pour HSA libre à 51% pour HSA-333, à 50% 
pour HSA-BE-333 et à 43% pour HSA-BE-3333, pendant que la proportion de la 
structure en feuillet ~ parallèle augmente de 17% pour HSA libre à 30%, à 29% et à 36% 
respectivement pour ces mêmes complexes (figure 3.6 et table 3.1). La diminution des 
structures en hélice a couplé à l'augmentation des structures en feuillet ~ parallèle met 
en évidence un certain degré de dénaturation de la structure protéique lorsque mise en 
présence de concentrations élevées de polyamines analogues (1 mM). Il est à noter que 
les résultats obtenus en FTIR proviennent de la moyenne effectuée à partir de 3 
préparations protéiques différentes. 
Les résultats de spectroscopie CD ont pernlis de confirmer les données obtenues 
en spectroscopie FTIR concernant la complexation des polyamines analogues avec la 
protéine HSA, puisque cette technique appliquée dans le spectre UV lointain (190 à 
250 run) permet également de détenniner la conformation des structures secondaires 
d'une protéine. À plus forte concentration de polyamines analogues (1 mM), la 
proportion de la structure en hélice a diminue de 54% pour HSA libre à 49% pour HSA-
333, à 48% pour HSA-BE-333 et à 49% pour HSA-BE-3333, pendant que la proportion 
de la structure en coude ~ augmente de 14% pour HSA libre à 15-18% pour les 
complexes HSA-polyamine, et que la proportion des autres structures augmente de 21 % 
pour HSA libre à 23-26% pour les complexes HSA-polyamine (figure 3.7 et table 3.2). 
Les données de spectroscopie CD relatives aux changements de confornlation sont 
consistantes avec les résultats de spectroscopie FTIR démontrant une dÏlninution des 
hélices a et une augmentation des structures ~, lorsque la protéine HSA est complexée 
avec des polyamines analogues (voir figure 3.4 et table 3.1). 11 est à noter que les 
résultats obtenus en CD proviennent de la moyenne effectuée à partir de 3 préparations 
protéiques différentes. 
Les changements de confornlation observés en spectroscopie CD et FTIR sont 
indicatifs d'une dénaturation partielle de la protéine lors de sa complexation avec les 
polyamines analogues, même Il est important de noter la présence de différences 
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mineures entre les résultats de CD et de FTIR concernant la confornlation protéique 
(table 3.1 et 3.2). La raison principale expliquant ces différences provient de la 
préparation des échantillons, dans la mesure où les mesures en FTIR ont été effectuées 
avec des films hydratés alors que les mesures en CD ont été effectuées en solution 
aqueuse; de plus, les ratios de concentration des polyamines analogues par rapport à la 
protéine HSA étaient différents entre les deux techniques spectroscopiques. Des 
différences similaires ont été également observées entre des mesures de spectroscopie IR 
et CD pour plusieurs protéines où les préparations des échantillons étaient différentes 
pour les deux techniques (Goormaghtigh et al. 1990). 
Les constantes de liaison des polyamines analogues avec la protéine HSA ont été 
déterminées en utilisant une méthode de spectroscopie UV -visible; le tracé de la double 
réciproque de lI(A - Ao) vs I1( concentration de polyamine analogue) est linéaire (où Ao 
est l' absorbance initiale de la protéine HSA libre à 280 nm et A est l' absorbance 
mesurée à différentes concentrations de polyamine), ce qui pernlet d ' estimer la constante 
de liaison (K) à partir du ratio de l'ordonnée à l'origine sur la pente (figure 3.8). Les 
résultats en spectroscopie UV -visible présentent un site de liaison pour chaque complexe 
protéine-polyamine. Les constantes de liaison (10 estimées sont de 9.30 x 103 M- 1 pour 
333, de 5.63 x 102 M-1 pour BE-333 et de 3.66 x 102 M-1 pour BE-3333. Les K calculées 
pour les complexes HSA-polyamine analogue démontrent manifestement des 
interactions non spécifiques entre la protéine et les polyamines analogues, et ce, en 
comparaison des complexes présentant des interactions protéine-ligand fortes avec des K 
de l'ordre de 106 M-1 à 108 M-1 (Kragh-Hansen 1990, Neault et al. 2000, Gaudreau et al. 
2002, Sulkowska 2002, Liu et al. 2004). 
La liaison des polyamines analogues (333, BE-333 et BE-3333) et naturelles 
(putrescine, spennidine et putrescine) avec HSA survient à la surface de la protéine via 
des interactions par pont H. Toutefois, en se basant sur les K des complexes HSA-
polyamine, les polyamines naturelles présentent une affinité plus forte que les 
polyamines analogues pour la protéine HSA, avec des K de 1.7 x 104 M-1 pour la 
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putrescine, de 5.4 x 103 M- J pour la spennidine et de 3.9 x 103 M- J pour la spennine 
(Ahmed Ouameur et al. 2004). Le nombre de charges positives associées avec les 
polyamines naturelles contribuent à la stabilité du complexe formé dans l'ordre spennine 
> spermidine > putrescine, alors que ce n'est pas le cas pour les polyamines analogues 
avec l'ordre 333 > BE-333 > BE-3333. Globalement, différentes perturbations dans la 
structure secondaire protéique ont été observées pour les polyamines naturelles 
comparativement aux polyamines analogues: premièrement, une diminution supérieure 
de la proportion d'hélice a de 55% pour HSA libre à 40% pour HSA-sperrnine, à 43% 
pour HSA-spermidine et à 40% pour HSA-putrescine (table 3.3), comparativement à 
51 % pour HSA-333, à 50% pour HSA-BE-333 et à 43% pour HSA-BE-3333 (table 3.1); 
deuxièmement, une augmentation supérieure de la proportion des structures ~ induite par 
les polyamines analogues comparativement aux polyamines naturelles (tableeau 3.1 vs 
table 3.3); troisièmement, une disparition des structures en pelote statistique avec les 
polyamines analogues qui semblent converties en feuillet ~ parallèle. Les changements 
de confonnation observés démontrent une dénaturation protéique supérieure induite par 
les polyamines naturelles versus les polyamines analogues. 
Les K des polyamines naturelles (spennine, spennidine et putrescine) restent 
dans le domaine du millimolaire et du micromolaire, malgré la diminution du nombre de 
charges positives. Toutefois, les constantes de liaison diminuent plus drastiquement 
lorsque l'espacement entre les charges positives (tel que pour 333) et la nature des 
groupes chimiques aux extrémités de la molécule (tel que BE-333) changent, 
comparativement à la valeur de K associée à la spennine. 
Les changements confonnationnels induits par 1 mM spermine, spennidine et 
putrescine se situent dans un domaine comparable (table 3.3), rappelant ]a capacité bien 
connue des polyamines naturelles de compenser les unes pour les autres quand l'une se 
retrouve en quantité insufissante, comme lorsqu'un inhibiteur est utilisé pour diminuer 
sélectivement l'une des trois polyamines naturelles. Cependant, les polyamines 
analogues 333 et BE-333 ont perdu leur habilité à influencer la confonnation protéique 
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comparativement à la spennine à 1 mM de concentration, contrairement à la polyamine 
analogue BE-3333. Le fait que les changements conformationnels induits par BE-3333 
soient similaires à ceux induits par la spem1ine provient probablement de la présence 
d'une charge positive additionnelle, lequel effet compense pour la perte des sites de 
liaison sur les charges positives aux extrémités de la molécule par l'ajout de groupes 
éthyles. L'effet en question décrit pour la polyamine analogue BE-3333 n' est toutefois 
pas perceptible au niveau de K qui demeure faible comparativement à celle de la 
spennine, suggérant que même avec des interactions faibles et non spécifiques, des 
changements de conformation significatifs peuvent survenir au niveau des protéines. 
Bien que les polyamines analogues soient considérées comme des molécules de 
nature amphiphile, rien ne pem1et de croire que des interactions non-polaires 
hydrophobes pourraient être responsables des changements conformationnels observés. 
La protéine de type globulaire HSA est composée de trois domaines structurels 
similaires (l, II et III) contenant chacun deux sous-domaines (A et B), chacun des 
domaines étant stabilisé par 17 ponts disulfures. Le sous-domaine lIA (une cavité 
hydrophobe appelée site Sudlow I) lie de préférence de larges composés hétérocycliques 
comme le coumaphène, alors que le sous-domaine IlIA (une cavité hydrophobe appelée 
site Sudlow II) lie de petits composés aromatiques comme l'ibuprofène; il existe 
également plusieurs autres sites qui lient spécifiquement des molécules d'acide gras tel 
que l'acide myristique (Colmenarejo 2003 , Fasano et al. 2005, Ascenzi et al. 2006). 
Lorsque l'on compare la structure chimique des polyamines analogues à celle du 
coumaphène, de l' ibuprofène et de l'acide myristiq ue, on observe que le caractère 
amphiphile des polyamines est fort différent de celui de ces molécules; les polyamines 
possèdent des charges positives réparties de façon égale sur toute leur structure, ce qui 
en fait des composés avec une forte charge globale positive contrairement aux autres 
molécules. Les polyamines analogues ne vont donc pas chercher à se lier dans les cavités 
hydrophobes de HSA, mais plutôt à effectuer des liaisons de type pont H puisque le tout 
est plus favorable au niveau thermodynamique. 
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7.3 Interaction des polyamines avec le photosystème II 
Dans les travaux des Chapitres IV, V et VI, les interactions entre les polyamines 
naturelles diaminopropane (propane-] ,3-diamine), putrescine (butane-l ,4-diamine), 
cadaverine (pentane-l ,5-diamine), spermidine (N-(3-aminopropyl)butane-l ,4-diamine) 
et spermine (N,N'-bis(3-aminopropyl)butane-l ,4-diamine), avec le complexe protéique 
du PSU ont été caractérisées par spectroscopie FTJR, par dégagement d 'oxygène 
standard, par induction de fluorescence, par thennoluminescence, par cinétique de déclin 
de fluorescence induite par flash, par électrophorèse, par détermination du manganèse et 
par dégagement d 'oxygène après flash , afin de déternliner le mécanisme d'action au 
niveau moléculaire de l'inhibition de l'activité du PSU observée en présence des 
polyamines naturelles spermine et spermidine (Bograh et al. 1997). 
La présence de changements majeurs dans la structure secondaire protéique des 
fractions membranaires purifiées de psn a été démontrée lors de leurs complexations 
avec les polyamines naturelles spennine et spermidine (Bograh et al. 1997). Les 
changements de confoffilation ont montré une diminution de la proportion des hélices a 
de 47% (PSU pure) à 35-37% (PSU complexé) en faveur d'une augmentation de la 
proportion des feuillets ~ de 11 % (PSU pure) à 20-21 % (PSU complexé), lesquelles 
modifications ont causé une inhibition mesurable de l'activité de dégagement d'oxygène 
au niveau des PSU. 
Dans les présents travaux, les résultats de spectroscopie FTIR ont fourni 
plusieurs données concernant la complexation des autres polyamines naturelles, les 
diamines diaminoproane, putrescine et cadaverine, avec le complexe protéique du PSU. 
Le spectre FTIR des fractions membranaires purifiées de PSU présente une bande large 
de forte intensité à 3298 cm-l, laquelle correspond à la bande protéique amide A 
attribuable à l'étirement de la liaison N-H (Krimm et Bandekar 1986). Les étirements 
symétriques et antisymétriques de la liaison C-H des groupes peptidiques sont observés 
comme trois bandes étroites à 2955, 2926 et 2870 cm-J dans le spectre du psn pure 
(résultat non montré). La bande protéique amide J, attribuable à l'étirement de la liaison 
C=O, est présente comme une bande de forte intensité à 1653 cm-J , alors que la bande 
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protéique amide II, principalement attribuable à l'étirement de la liaison C-N et au 
balancement dans le plan de la liaison N-H, est discernable comme une bande d'intensité 
moyenne à 1547 cm- I (figure 4.2) . Une bande de faible intensité est visible à 1515 cm-l, 
laquelle est associée aux vibrations de la chaîne latérale de l'acide aminé tyrosine 
(MacDonald et Barry 1992, Noguchi et al. 1992, Fabian et al. 1994). Les vibrations 
d'étirement des liaisons lipidiques de type carbonyle-ester sont observables comme une 
bande d' intensité moyenne à 1735 cm- I (Jackson et Mantsch 1993). Comme les spectres 
des complexes diamine-PSU ne présentaient pas de déplacement majeur dans les bandes 
spectrales protéiques amide l , amide II, tyrosine et au niveau des vibrations lipidiques 
situées entre 1740-1550 cm-l, les spectres de différence [(PSU + diamine) - (PSII)] ont 
donc été déterminés pour caractériser la variation d'intensité de chacune de ces bandes. 
L'autodéconvoJution par transformée de Fourier et l'augmentation de la résolution de la 
dérivée seconde ont ensuite été utilisées pour déterminer les structures secondaires des 
complexes diamine-PSU. 
À faible concentration de diamine (0,01 mM), une variation significative dans 
l'intensité de la bande protéique amide l , située à 1653 cm- I dans le PSII pure, est 
démontrée dans les spectres de différence (figure 4.2, section Diff. , O.OlmM). Les 
bandes positives observées entre 1650-1661 cm- I sont attribuées à une augmentation de 
l'intensité de la bande protéique amide l , laquelle est causée par une interaction des 
diamines par pont H au niveau des groupes polypeptidiques C=O du PSII. À plus forte 
concentration de diamine (20 mM), la bande positive observée entre 1650-1661 cm- I 
gagne légèrement en intensité tout comme la nouvelle bande visualisée à 1629 cm- l . 
L'apparition d'une autre bande positive dans la région 1563-1568 cm- I correspond à une 
modification de la bande protéique amide U, située à 1547 cm- I dans le PSU pure, 
produite par la formation des complexes diamine-PSU (figure 4.2, Diff., 20 mM). 
L'analyse quantitative de la structure secondaire des fractions membranaires 
purifiées de PSII et de ses complexes avec chacune des diamines a été réalisée 
(table 4.1). La structure secondaire protéique du PSU libre est composée à 51 % d'hélice 
a (1655-1658 cm- I ), à 16% de feuillet ~ (1626 et 1690 cm- I ), à 14% de coude ~ (1670 
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J) et à 19% de pelote statistique (1640 cm- I ). Les diamines n'induisent pas 
d'altération majeure dans la structure secondaire protéique indépendamment des 
concentrations utilisées lors de leur complexation avec le PSU. La proportion de 
structure en coude ~ diminue légèrement de 14% pour le PSU pure à 12% pour le PSII 
complexé, en faveur de la structure en feuillet ~ qui augmente de 10% pour le PSII pure 
à 14,5% pour le PSU complexé; l'augmentation de la proportion de structure en feuillet 
~ est observable par un accroissement de l'absorbance infrarouge à 1629 cm-1 dans les 
spectres de différence en présence de 20 mM de diamine (figure 4.2, Diff. , 20 mM). La 
constatation précédente témoigne d'une stabilisation structurelle mineure des fractions 
membranaires purifiées de PSII en présence des diamines diaminopropane, putrescine et 
cadaverine, contrairement aux changements majeurs de structure secondaire induits par 
les polyamines spennidine et spem1ine au niveau du PSII (Bograh et al. 1997). 
Malgré le fait qu'elles n'induisent pas de changement significatif dans la 
structure secondaire du PSU, les diamines diaminopropane, putrescine et cadaverine 
inhibent l'activité de dégagemènt d'oxygène des fractions membranaires purifiées de 
PSII comme dans le cas des polyamines spennidine et spennine. Des concentrations 
inférieures à 0,5 mM de polyamine naturelle causent déjà une inhibition mesurable du 
transport d ' électron au sein du PSII avec du 2,6-dichlorobenzoquinone (DCBQ) comme 
accepteur d'électron (figure 4.3, table 4.1 et figure 5.1). Environ 50% de l'activité de 
dégagement d'oxygène est perdue avec 2 à 3 mM de polyamine, alors que l'inhibition 
complète du transport d 'électron n'est observée qu'autour de 8 à 12 mM pour les 
diamines, contrairement aux 3 mM nécessaires pour la spennidine et de la spennine. Fait 
intéressant, une inhibition similaire est observée dans les membranes de thylacoïdes 
intactes. Toutefois, l'utilisation des fractions membranaires purifiées de PSU représente 
un système d'étude plus simple et plus spécifique, ne subissant pas d'interférence de la 
part des autres composantes de la membrane thylacoïde. 
Les mesures de l'inhibition de l'activité de dégagement d'oxygène sont 
indicatives d'un certain degré de stablisation sur la structure protéique du PSII par les 
diamines à faibles concentrations (0,01 -0,1 mM), alors qu'un certain degré de 
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perturbation structurelle du PSIJ survient à concentrations plus élevées (1-20 mM). 
L'inhibition du transport d'électron causée par les trois diamines est similaire quel que 
soit la différence dans la longueur de leur chaîne de carbone (figure 4.1). L' inhibition 
totale de l'activité de dégagement d'oxygène induite par la spermidine et la spennine 
survient à de plus faibles concentrations que dans le cas des diamines, lequel résultat 
s'explique par la plus grande charge positive présente sur la spermidine (3+) et la 
spermine (4+) comparativement aux diamines (2+). Les résultats sont consistants avec 
les inductions plus importantes des cinétiques de déclin de fluorescence au sein des 
membranes de thylacoïdes observées lorsque la charge globable des polyamines 
augmente pour une concentration moléculaire identique (Iordanov et al. 1989). Une plus 
grande charge positive induit une interaction électrostatique plus forte avec des groupes 
donneurs protéiques résultant dans des perturbations locales dans la structure protéique. 
Les données spectroscopiques présentées relativement aux diamines démontrent 
que ces molécules se lient aux protéines du PSU par des interactions non spécifiques via 
pont H au niveau des groupes polypeptidiques C=O. Les résultats contrastent avec la 
liaison covalente de la putrescine et de la spennidine au niveau des protéines de la 
membrane thylacoïde dans des chloroplastes isolés de Helianthus tuberosus, où 
l'enzyme transglutaminase est présumée impliquée (Del Duca et al. 1995). Les apo 
protéines des LHC du PSU ont été proposées comme substrats pour la transglutaminase 
(Del Duca et al. 1994). Les interactions ioniques non spécifiques démontrées dans le 
présent travail indiquent que la transglutaminase était soit absente des préparations de 
PSU ou inactive dans les conditions expérimentales utilisées. Les polypeptides Dl et D2 
du centre réactionnel du PSU ont démontré une stabilisation contre le stress osmotique 
dans des feuilles d'avoine supplémentées avec des polyamines (Besford et al. 1993) 
alors que des résultats similaires ont été obtenus pour les protéines des LHC du PSU 
dans les feuilles d'orge (Legocka et Zajchert 1999). L'inhibition majeure de l'activité de 
dégagement d'oxygène observée dans les fractions membranaires purifiées de PSU dans 
la présente recherche contraste également avec ces résultats publiés. Les interactions 
entre les diamines et le PSU n'induisent pas de changement conformationnel significatif 
dans les protéines, bien qu'assez fortes pour inhibiter de façon importante l'activité de 
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dégagement d'oxygène. Tous ces résultats témoignent donc de la probabilité que les 
protéines affectées par les polyamines soient des polypeptides extrinsèques ou des 
portions de polypeptides intrinsèques accessibles à la surface des membranes de PSII. 
L'effet inhibiteur des polyamines sur l'activité de transport d'électron a été 
caractérisé plus en détail avec l'analyse des propriétés de fluorescence des ChI dans les 
fractions membranaires purifiées de PSII. Les paramètres de fluorescence des ChI Fm (la 
fluorescence maximale observée dans des échantillons préadaptés dans le noir et 
illuminés avec une lumière rouge actinique) et Fo (le niveau de fluorescence initial) ont 
été mesurés avec des PSIJ traitées avec différentes concentrations en polyamine (figure 
4.4 et figure 5.2). Les résultats montrés sont seulement ceux du diaminopropane (figure 
4.4) et de la spermidine (figure 5.2), puisque toutes les polyamines présentaient des 
résultats similaires en induction de fluorescence. La fluorescence initiale Fo, observée 
avec les centres réactionnels dans un état ouvert, n'est pas influencée significativement 
par les polyamines, contrairement à la fluorescence maximale Fm, observée lorsque les 
centres réactionnels sont dans un état femlé, qui diminue grandement (figure 4.4A). La 
diminution observée dans les mesures de Fm est située dans le même écart de 
concentrations que lors des mesures de dégagement d'oxygène (figure 4.3 et figure 5.1). 
Le déclin dans Fm correspond également à une diminution dans le rendement 
photochimique maximal des PSU, FvlFm, où Fv = Fm - Fo (figure 4.4B) et par le fait 
même à une diminution dans le ratio FvlFo (figure 5.2A), un paramètre plus sensible au 
niveau des variations simultanées dans Fm et Fo pour la détermination du rendement 
photochimique maximal (Babani et Lichtenthaler 1996, Kaiia et al. 2002, Govindachary 
et al. 2004); le paramètre FvlFo possède une corrélation linéaire avec la fraction des 
centres réactionnels de PSU actifs dans un échantillon. 
Les propriétés de fluorescence des ChI des PSU en présence des polyamines ont 
été analysées plus en détail au niveau des cinétiques de l'induction de fluorescence. Les 
tracés d'induction de fluorescence (figure 4.4C tracé 1 et figure 5.2B tracé 1) illustrent la 
réduction progressive des quinones localisées du côté accepteur du PSU avec trois 
phases nommées O-J, J-I et I-P (Zhu et al. 2005, Lazàr 2006). Dans les fractions 
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membranaires purifiées de PSII, la phase J-1 est très faible et seulement les deux autres 
phases sont observées (pospisil et Dau 2000, Pospisil et Dau 2002). La première phase 
(O-J) reflète la réduction de la quinone acceptrice primaire du PSII, QA, alors que la 
seconde phase (I-P, ici J-P) est attribuée à la réduction du pool de PQ combinée à celle 
de la quinone acceptrice secondaire QB. Le traitement des PSU avec les polyamines 
provoque une atténuation importante de l'induction de fluorescence observable par une 
phase O-J affaiblie, toute montée de fluorescence postérieure étant fortement inhibée 
(figure 4.4C tracé 2 et figure 5.2B tracé 2). Des tracés similaires ont été obtenus 
antérieurement pour des fractions membranaires purifiées de PSII et ont été indicatifs 
d'un démantèlement du COE (Zhu et al. 2005). Les présents résultats de l'induction de 
fluorescence témoignent probablement d'une incapacité du COE à foumir des électrons 
au PSII pour réduire ses quinones acceptrices. 
Pour valider cette interprétation, le donneur d'électron artificiel 
diphénylecarbazide (DPC) a été utilisé pour restaurer les cinétiques d' induction de 
fluorescence dans les échantillons de PSII traités avec des polyamines (figure 4.4C tracé 
3 et figure 5.2B tracé 3). L'utilisation du DPC a permis de renverser partiellement l'effet 
d'inhibition du transport d'électron induit par les polyamines dans le PSII, comme 
démontré par le recouvrement significatif de l'induction de fluorescence. Le DPC a 
réussi à foumir des électrons au PSU, bien qu'à un taux plus lent comparativement au 
COE natif. Le DPC peut donner des électrons seulement lorsque les polypeptides 
extrinsèques associés avec le COE sont perdus du côté lumen du PSII et que le complexe 
de manganèse nécessaire à l'hydrose de l'eau est dysfonctionnel (Ghirardi et al. 1996). 
L'action positive du DPC indique ainsi que le COE présente de fortes perturbations en 
présence des polyamines. 
Pour clarifier l'étendue de l'action des polyamines sur le COE, des 
électrophorèses sur gel de polyacrylamide ont été effectuées avec des PSU traités avec 
des polyamines. Les fractions membranaires purifiées de PSU ont été incubées pendant 5 
minutes avec des polyamines avant d'être centrifugées pour séparer les fractions 
membranaires des polypeptides qui ont été potentiellement relâchés dans le sumageant. 
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Les profiles polypeptidiques sont montrés pour la spermidine (figure 5.3, panneau 
supérieur). Des résultats similaires ont été obtenus pour les PSU incubées avec les autres 
polyamines (résultats non montrés). Les polypeptides présents dans les fractions 
membranaires de PSU traités avec la spem1idine sont démontrés dans la colonne 3; fait 
notable, trois polypeptides sont perdus au niveau des positions apparentes correspondant 
aux polypeptides extrinsèques bien connus de poids moléculaire de 17, 23 et 33 kDa 
associés avec le COE (Seidler 1996), observables dans les préparations natives de PSII 
non traitées avec des polyamines dans la colonne 2. Le profil polypeptidique du 
sumageant obtenu avec les PSII traités avec la spem1idine confinne également le 
relâchement de ces trois polypeptides dans la colonne 4. Environ 50% des polypeptides 
de 33 kDa sont perdus lorsque les fractions membranaires purifiées de PSII (à 
100 ).tg Chl/mL) sont traitées avec 8 mM de spermidine (figure 5.3, panneau inférieur), 
résultat correspondant aux 2 mM de spennidine (figure 5.]) utilisés pour inhibiter 50% 
de l'activité de dégagement d'oxygène des psn (25).tg Chl/mL); il y a donc une 
corrélation entre le relâchement des protéines extrinsèques et la perte de l'activité de 
dégagement d'oxygène dans les PSII. 
Les fractions membranaires purifiées de PSII ont également été soumIses au 
traitement Tris-Alkali qui relâche spécifiquement les trois polypeptides extrinsèques du 
COE (Nakatani 1984). Le sumageant des fractions membranaires de PSII traitées au 
Tris-Alkali observable dans la colonne 5 (figure 5.3 , panneau supérieur) contient des 
polypeptides avec des distances de migration coïncidant avec celles du sumageant des 
fractions membranaires de PSII traitées avec des polyamines, lequel est observable dans 
la colonne 4. Les bandes représentant ces polypeptides sont faiblement vues dans le 
profil protéique du culot des fractions membranaires de PSU soumises au traitement 
Tris-Alkali observable dans la colonne 6. L ' interaction des polyamines avec les fractions 
membranaires purifiées de PSU cause effectivement le relâchement des protéines 
extrinsèques du PSII associées avec le COE. 
La them101uminescence a été utilisée pour caractériser les processus de 
recombinaison des charges dans les fractions membranaires purifiées du PSU en 
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présence de polyamines. Pour initier la séparation de charge, les PSII sont pré-illuminés 
à O°C avec un seul flash actinique blanc de 1 ilS. Les résultats sont montrés pour la 
spermine (figure 5.4). Des résultats similaires ont été obtenus pour les PSII incubées 
avec les autres polyamines (résultats non montrés). Avec un accroissement linéaire de la 
température à un taux de 0,5°C/s, l'amplitude du signal de thermoluminescence a 
rapidement augmenté pour atteindre son maximum (Tm) à 25°C dans les échantillons 
contrôles (figure 5.4A, tracé 1). La bande majeure d'émission observée correspond à la 
bande B attribuable à la recombinaison entre QB- et le complexe de managanèse oxydé 
de façon prédominante dans l'état S2 (Sane 2004). Le Tm de la bande B des échantillons 
contrôles de PSII non gelés est consistant avec les températures maximales pour les 
mêmes préparations montrées antérieurement (Homann 1999). La bande B est 
progressivement abolie lorsque la concentration en polyamine augmente (figure 5.4A, 
tracés 2-S). La bande B est également accompagnée par un petit décalage du Tm vers des 
températures plus élevées. Les changements dans l'amplitude et le Tm de la bande B 
peuvent être reliés à des changements dans les propriétés des états S du complexe de 
manganèse ou dans l'inhibition de la réduction de QB en présence des polyamines. 
Pour séparer les effets des polyamines sur le transfert des deux électrons 
impliquant le couple QB/QB-, l'inhibiteur 3-(3',4' -dichlorophényl)-l , I-diméthyluréa 
(DCMU) a été utilisé pour prévenir le transfert des électrons entre QA- et QB. En 
présence de DCMU, une bande luminescente majeure avec un Tm de 18°C est apparue 
(figure 5.4B, tracé 1). La nouvelle bande majeure d'émission observée est la bande Q 
qui provient du refoulement des électrons de QA- vers l'état S2 (Homann 1999). Le Tm de 
la bande Q est légèrement plus haut à la concentration de ChI utilisée (25 Ilg ChI/mL) 
comparativement aux valeurs publiées dans la littérature; un Tm de 5-100 C est mesurable 
dans les échantillons contrôles de PSU lorsque le milieu d'analyse contient environ 200 
Ilg ChI/mL. De plus, une bande luminescente mineure avec un Tm de SO°C est apparue 
dans les échantillons contrôles de PSU en présence de DCMU (figure 5.4B, tracé 1) . La 
bande mineure d'émission observée est la bande C qui est attribuée à la recombinaison 
entre QA- et la forme oxydée de la Tyro (Vass et Govindjee 1996). En présence de 
polyamines, la bande Q est décalée à des températures supérieures. De plus, l' intensité 
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des bandes Q et C diminue progressivement de façon similaire lorsque la concentration 
en polyamine augmente (figure 4B, encart). Les résultats démontrent que l'effet 
inhibiteur des polyamines sur la recombinaison des charges est principalement dü à la 
perte des partenaires du côté donneur du PSII pour les différentes voies de 
recombinaison décrites précédemment. 
Bien que tous les résultats obtenus pointent vers un problème du côté donneur du 
PSII pour expliquer l'effet inhibiteur des polyamines sur l'activité du PSII, quelques 
mesures ont été effectuées pour vérifier la possibilité d'une conséquence quelconque du 
côté accepteur. Lors des mesures d'induction de fluorescence, les tracés ont été 
nonnalisés simultanément aux valeurs minimales et maximales (tracés Yt). La montée 
de fluorescence est plus rapide dans les tracés Yt des fractions membranaires purifiées 
de PSII incubées avec 4 et 7 mM de spermidine (figure S.2C, tracés 3 et 4), 
comparativement aux PSII non traités ou incubés avec 2 mM de spemlidine (figure 
S.2C, tracés 1 et 2). Des résultats similaires ont été obtenus pour les PSII incubées avec 
les autres polyamines (résultats non montrés). L'explication la plus plausible est que la 
réoxydation QA- par QB dans les fractions membranaires purifiées de PSII soit retardée 
dans une certaine mesure en présence des polyamines. 
Les propriétés de fluorescence des PSII soumis à un seul flash actinique ont été 
analysées pour déterminer l'effet des polyamines sur le côté accepteur du PSI! . Les 
cinétiques de déclin de fluorescence des fractions membranaires purifiées de PSII en 
présence de spennine sont montrées sur une échelle logarithmique (figure 5.5). Des 
résultats similaires ont été obtenus pour les PSI! incubées avec les autres polyamines 
(résultats non montrés). La montée de fluorescence induite par le flash est due à la 
réduction de QA et le déclin subséquent dans le noir est relié à la réoxidation de QA-
(Putrenko et al. 1999). L'analyse qualitative démontre que l'amplitude totale de la 
montée de fluorescence diminue au fur et à mesure que la concentration en spennine 
augmente, alors que le déclin de la fluorescence dans le noir est visiblement plus lent. 
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L'analyse quantitative du déclin de la fluorescence dans le nOIr dans les 
échantillons de PSU est modelée selon une équation à trois fonctions exponentielles. 
L'amplitude et le temps de demi-vie de chacune des composantes sont démontrés pour 
les fractions membranaires purifiées de PSU traités avec la spermine (table 5.1). La 
composante rapide avec un temps de demi-vie de ~0,66 ms est associée à la réoxidation 
de QA- par QB. La phase moyenne avec un temps de demi-vie de ~9,49 ms est attribuée à 
la réoxidation de QA- dans les centres réactionnels de PSU avec une poche QB vide, où le 
temps de diffusion d'une molécule de PQ vers son site de liaison doit être considéré 
(Putrenko et al. 1999). La phase lente est associée à la fluorescence constante de fond 
dans le cas présent, pu isqu'un temps plus court d'environ 290 ms a été utilisé pour les 
mesures de déclin de fluorescence. En présence de 1 mM de spermine, le temps de demi-
vie de la composante rapide augmente grandement comparativement à l'échantillon 
contrôle. Avec des concentrations supérieures en spermine, la composante rapide est 
complètement perdue (table 5.1). Le résultat confimle que la réoxidation de QA- est plus 
lente dans les échantillons traités avec les polyamines, puisque le transfert d'électron 
entre QA- et QB est grandement retardé. 
L'ensemble des résultats présentés dans cette section a démontré clairement une 
inhibition du transport d'électron dans les fractions membranaires purifiées de PSU 
induite par des concentrations de l'ordre du millimolaire des polyamines naturelles 
diaminopropane, putrescine, cadaverine, spemlidine et spermine. La diamine putrescine 
avait auparavant montré une capacité naturelle à améliorer le transport d'électron d'une 
manière similaire au Mg2+ dans les membranes de chloroplastes pauvres en sels par son 
effet coulombique (Ioannidis et al. 2006); toutefois, cet effet cationique a été évité par 
l'utilisation de cations en concentrations physiologiques dans les présents travaux. Les 
données spectroscopiques en FTIR ont démontré que les polyamines se lient aux 
protéines du PSU par des interactions de type pont H au niveau des groupes 
polypeptidiques C=O. Les diamines diaminopropane, putrescine et cadaverine n'ont pas 
causé d'altération significative dans la structure secondaire protéique du PSU 
contrairement à la triamine spermidine et à la tétraamine spermine (Bograh et al. 1997). 
Les différences structurales majeures qui ont été observées dans les PSU traités avec la 
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spennidine et la spennme sont relatives à la plus grande charge positive de ces 
polyamines comparativement aux diamines, laquelle conduit en une interaction 
électrostatique cation-protéine plus forte, induisant donc des perturbations plus 
importantes dans la structure secondaire protéique. Malgré ces distinctions, toutes les 
polyamines étudiées ont interagi significativement avec le côté lumen du photosystème 
II causant le relâchement des trois polypeptides extrinsèques de 17, 23 et 33 kDa 
associés avec le COE. L'action inhibitrice des polyamines a aussi été observée dans des 
membranes complètes de thylacoïde démontrant que les polyamines peuvent diffuser 
dans la lumière du thylacoïde comme décrit antérieurement pour la putrescine (Ioannidis 
et al. 2006). Les cations divalents comme le Cu2+, le Cd2+, le Hg2+, le Zn2+ et le Pb2+ sont 
également connus pour relâcher les polypeptides extrinsèques du PSU dans une certaine 
mesure (Rashid et al. 1994, Bernier et Carpentier 1995, Jegerschôld et al. ] 995, Y rue la 
et al. 2000), démontrant à première vue que les polyamines peuvent interagir de façon 
similaire aux cations inorganiques sur cet aspect. 
Les deux polypeptides extrinsèques de 17 et 23 kDa modulent l'affinité du Ca2+ 
pour son site de liaison dans le COE (Ghanotakis et al. 1984, Adelroth et al. 1995). Par 
conséquent, le calcium est perdu lorsque ces deux protéines fonnant une barrière entre le 
lumen et le site de liaison du Ca2+ (Y ocum 1991) sont relâchées du COE par l'action des 
polyamines. Le polypeptide extrinsèque de 33kDa, aussi connu comme la protéine 
stabilisatrice du manganèse, est important pour le maintien de l'intégrité et de la 
fonction du complexe de manganèse impliqué dans l'oxydation de l'eau (Bricker et 
Frankel 1998). En son absence, deux des quatres atomes de manganèse sont souvent 
relâchés et l'activité de dégagement d'oxygène est perdue à moins que des 
concentrations élevées de chlore soient ajoutées (100 mM). Toutefois, dans les présents 
travaux, il a été vérifié par spectroscopie d'absorption atomique qu'aucun atome de 
manganèse n'est relâché des fractions membranaires purifiées de PSU traitées à des 
concentrations élevées en polyamine (données non montrées). De plus, l'inhibition ne 
peut pas être renversée par du CaCh (données non montrées) comme dans le cas des 
cations inorganiques divalents (Rashid et al. ] 994, Bernier et Carpentier 1995, 
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Jegerschold et al. 1995, Yruela et al. 2000). L'inhibition du transport d'électron dans le 
PSU causée par les polyamines est donc différente de celles des métaux lourds toxiques. 
Le relâchement des trois polypeptides extrinsèques en présence des polyamines 
et le désassemblage conjoint du COE ont modifié le transport d'électron dans les 
fractions membranaires purifiées de PSIT. En effet, les mesures d'induction de 
fluorescence ont démontré un manque d'approvisonnement en électron nécessaire pour 
réduire les quinones acceptrices du psu. L'altération du COE a été mise en évidence par 
un recouvrement partiel des phases O-J et J-P avec le DPC comme donneur d'électron. 
Le DPC est reconnue pour accéder à son site de photooxydation près de la Tyrz + 
seulement lorsque le COE est dysfonctionnel (Ghirardi et al. 1996). Ainsi, même si le 
complexe de manganèse n'est pas perdu, il est désorganisé par l' action des polyamines. 
La perturbation du complexe de manganèse a également été démontrée par les 
mesures de themloluminescence. L'affaiblissement de la réoxydation des qui nones à 
travers la recombinaison de charges dans les centres réactionnels des PSU a été révélé 
par la perte dépendante des bandes B et Q sous l'action des polyamines. Le résultat 
indique que l'état S2 du complexe de manganèse nécessaire pour la recombinaison a été 
perdu suite à la perturbation du COE. Un décalage vers des températures supérieures au 
niveau du Tm des bandes de themloluminescence dans les fractions membranaires 
purifiées de PSIT a été associé antérieurement avec un environnement anormal du ligand 
du complexe de manganèse (Homann et Madabusi 1993). De plus, une augmentation 
importante du Tm de la bande Q a été démontrée auparavant dans les PSII exempts de cr 
et de polypeptide de 33 kDa, lequel effet a été associé à une stabilisation plus forte de 
l'état S2 du complexe de manganèse (Vass et al. 1987). Dans le cas présent, le décalage 
dans le Tm des bandes B et Q pourrait par conséquent originer d'une population de 
centres réactionnels de PSII où le complexe de manganèse est stabilisé dans un état S2 
par les polyamines, représentant une étape intermédiaire dans la désorganisation du 
COE. Au contraire, les résultats de dégagement d'oxygène après flash dans les 
membranes de thylacoïdes intactes (chapitre VI) démontrent que la proportion de l'état 
S2, et donc sa stabilisation, n'est pas augmentée en présence de polyamines. 
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Les tracés nonnalisés aux valeurs minimales et maximales (Vt) dans les mesures 
d'induction de fluorescence ont révélé que l'induction est relativement rapide à 
concentration élevée de polyamine, reflétant un taux réduit de réoxydation de QA-. Les 
mesures de déclin de fluorescence induit par flash ont démontré que les temps de demi-
vie pour la réoxydation de QA- augmentent avec des concentrations élevées en 
polyamines. Les deux résultats précédents ont prouvé clairement que le transfert 
d'électron entre QA- et QB est retardé. L'amplitude totale de la montée de fluorescence 
induite par flash a aussi été diminuée par les polyamines. La perte apparente de 
l'amplitude de fluorescence indique un déclin rapide de la fluorescence qui survient bien 
avant le début des mesures de déclin de fluorescence après 100 ilS. Le déclin dans le 
rendement de fluorescence induite par flash est probablement dû à une recombinaison 
entre QA- et P680+ dans une fraction des centres réactionnels de PSI!. Les centres 
réactionnels de PSU avec P680+ sont connus pour avoir un rendement de fluorescence 
proche de Fo (Deprez et al. 1983). L'accumulation de P680+ après un seul flash actinique 
est observé seulement lorsque le transfert d'électron entre le donneur primaire Tyrz et le 
P680+ est retardé ou inhibé (Britt 1996). Le déclin dans le taux de transfert d'électron de 
la Tyrz au P680+ dans les centres réactionnels de PSU ayant perdu l'intégrité de leur 
COE est consistant avec les données structurelles indiquant que la Tyrz est localisée à 
proximité du complexe de manganèse (Iwata et Barber 2004, LoU et al. 2005). Par 
conséquent, l'orientation spécifique de la Tyrz et/ou sa déprotonation nécessaire pour le 
transfert d'électron vers P680+ sont significativement altérées (Christen et Renger 1999). 
La présence d'une interaction directe entre les polyamines et la Tyrz peut être également 
évoquée pour expliquer les résultats observés, puisqu'elles n'interagissent pas avec le 
complexe de manganèse comme démontré préalablement (chapitre VI) . 
La restoration de la photoréduction des qui nones dans les fractions membranaires 
purifiées de PSII par le DPC n'a pas sum10nté le transfert d'électron plus lent de la Tyrz 
vers P680+ ou de QA- vers QB. L'induction de fluorescence a été partiellement recouvrée 
avec ce donneur d'électron, bien que grandement retardée dans l'ordre des millisecondes 
à cause des réactions plus lentes au niveau du transport des électrons, combinées à la 
donation plus faible d'électron par le DPC à la Tyrz comparativement au COE natif. La 
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présence d'un site de liaison pour les polyamines près des quinones du côté stroma du 
PSU pourrait possiblement expliquer le transfert d'électron retardé entre QA- et QB. 
Toutefois, il a été démonté antérieurement que le relâchement du calcium du COE 
modifie le point milieu du potentiel redox de QA et affecte le transfert d'électron entre 
QA- et QB (Krieger et al. 1993, Pospisil et Tyystjarvi 1999). L'augmentation des temps 
de demi-vie pour la réoxydation de QA- a été observée dans les fractions membranaires 
purifiées de PSU avec un COE désorganisé, tel que des PSII traités avec du NaCl qui 
perdent leurs polypeptides extrinsèques de 17 et 23 kDa conjointement avec leur atome 
de calcium (Putrenko et al. 1999). Les résultats observés ont été expliqués par un 
changement conformationnel transmembranaire modifiant le côté accepteur du PSII, 
lequel reflète un accouplement allostérique à longue portée avec le COE. Dans les 
présents travaux, l'altération observée du côté stroma du PSII est donc visiblement une 
conséquence d ' un effet transmembranaire dans les PSII traités avec des polyamines, 
puisque les polycations affectent grandement l' intégrité du COE. 
Les infonnations structurelles récentes concernant le côté stroma des PSII de 
cyanobactéries indiquent que la poche QB est fonnée par plusieurs polypeptides 
transmembranaires incluant le polypeptide Dl , le cytohrome bSS9, la protéine PsbL et la 
protéine PsbJ (Loll et al. 2005). Le cytochrome b559 a été proposé comme un accepteur 
d'électron alternatif prévenant la réduction excessive du côté accepteur du PSU et 
comme un donneur d'électron auxiliaire pour les chlorophylles oxydées du centre 
réactionnel (poulson et al. 1995, Faller et al. 2001). Le cytochrome est principalement 
dans un état à haut potentiel dans les complexes de PSII avec un COE intact, mais 
transformé dans un état à faible potentiel lorsque le COE est endommagé (Roncel et al. 
2001). Les protéines PsbL et PsbJ ont démontré la capacité de réguler le transfert 
d'électron vers le pool de PQ avec PsbJ comme régulateur spécifique de l'oxydation de 
QA- (Oh ad et al. 2004). Les polypeptides PsbL et PsbJ sont également impliqués dans 
l'assemblage du COE (Suorsa et al. 2004) et, conjointement avec Dl et le cytochrome 
b559, créent donc un lien direct entre les fonctions du PSU du côté lumen et du côté 
stroma du PSU. L'altération de la conforn1ation de ces structures du côté lumen du PSU 
par l'interaction des polyamines, aussi mineure soit-elle dans le cas des diamines 
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diaminopropane, putrescine et cadaverine contrairement aux polyamines spennidine et 
spermine, provoque visiblement un changement de conformation allostérique du côté 
stroma du PSII qui affecte également la chaîne de transport des électrons dans cette 
partie du photosytème. 
7.4 Perspectives de recherche 
La première partie du travail a mis en évidence que les polyamines analogues 
333, BE-333 et BE-3333 se lient non spécifiquement par pont H au niveau des groupes 
polaires c=o de HSA, avec une affinité inférieure aux polyamines naturelles; la 
structure générale de la protéine HSA est ainsi moins perturbée par les polyamines 
analogues que par les polyamines naturelles. Les données démontrent clairement que les 
polyamines n'ont pas une affinité pour HSA comparable à plusieurs médicaments 
reCOllllUS pour se lier spécifiquement dans un domaine particulier de la protéine. La 
présence d'une affinité de liaison élevée entre un médicament et HSA est habituellement 
essentielle pour solubiliser et distribuer efficacement le médicament dans l'organisme, 
mais une affinité trop forte peut affecter négativement cette distribution et augmenter 
drastiquement la concentration du médicament à un niveau toxique pour l 'organisme 
(Neault et al. 2000, Ascenzi et al. 2006). 
Dans le cas présent, les interactions entre HSA et les polyamines analogues ont 
été caractérisées sans l'interférence des autres molécules, de nature endogène ou 
exogène au corps humain, reconnues pour interagir avec la protéine. Il serait donc 
intéressant de caractériser les interactions des polyamines analogues avec HSA en 
présence de molécules endogènes tel que les homlones thyroïdiennes (Cheng et al. 1981) 
et le cholestérol (Ha et al. 2003), de même qu'en présence de molécules exogènes se 
liant à HSA tel que l'ibuprofène et le diazépam (Ascenzi et al. 2006), de façon à 
comparer l'affinité de liaison des polyamines détemlinée dans un système in vitro face à 
un système beaucoup plus in vivo . Dans une autre perspective, les interactions entre les 
polyamines analogues et d'autres protéines de transport pourraient être analysées, tel que 
des lipoprotéines, des porines ou des A TPases vacuolaires (Garret et Grisham 2000), 
afin de comparer l'interaction des polyamines entre différentes protéines de transport. 
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La deuxième partie du travail a mis en évidence que les polyamines naturelles 
diaminopropane, putrescine, cadaverine, spermidine et spennine induisent une inhibition 
de l'activité du PSU dans l'ordre du millimolaire. L'inhibition provient de l'interaction 
des polyamines par pont H au niveau des groupes polypeptidiques C=O du côté lumen 
du PSU, laquelle interaction ionique déstabilise le CDO en causant le relâchement des 
trois protéines extrinsèques mais non du complexe de manganèse. Il est reconnu que les 
polyamines se trouvent dans des concentrations proches du millimolaire dans des 
feuilles de végétaux non soumis à des conditions de stress (Galston 2001), et que ces 
niveaux endogènes de polyamines augmentent grandement lorsque les plantes subissent 
un stress (Besford et al. 1993, Sfichi et al. 2004). La sensibilité du PSU à la 
photoinhibition augmente en conditions de stress; le spectre d'action de la 
photoinhibition indique que celle-ci débute au niveau du complexe de manganèse avant 
la fom1ation des ROS qui causent la détérioration des autres composantes de la 
, 
membrane photosynthétique (Ohnishi et al. 2005). TI est donc possible que l'inhibition 
de l'activité du PSU causée par l'augmentation de la concentration en polyalnine dans le 
lumen face au stress serve à protéger le PSU d'une dégradation excessive par la lumière. 
Pour vérifier cette hypothèse, des mesures de photoinhibition en présence des 
polyamines pourraient être effectuées pour détenniner si les polyamines contribuent à 
protéger les PSU des dommages causés par la forte lumière. Il serait ainsi intéressant 
d'examiner la fonctionnalité des centres réactionnels par induction de fluorescence, 
l'état des chlorophylles par spectre d'absorption, la structure du complexe protéique par 
FTIR ou CD et le taux de dégradation du PSU par immunoblot (Govindachary et al. 
2004, Rajagopal et al. 2005). Alternativement, des expériences de reconstitution des 
PSII (Ono et Inoue 1984) traités par des polyamines pourraient être menées pour 
démontrer si la purgation de l'excès des polyamines penn et le recouvrement de l'activité 
du PSU, appuyant ainsi l'hypothèse que les polyamines aient un rôle à jouer dans la 
protection des PSU contre les dommages par la lumière. 
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